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 1 Einleitung 
 1
1 Einleitung 
 
1.1 Endothelzellen und ihre Funktion bei der Blutgerinnung 
Das gesamte Blutgefäßsystem des Menschen wird auf der dem Lumen zugewandten 
Seite von Endothelzellen ausgekleidet. Die Oberfläche dieser Zellen, welche als 
Monolayer angeordnet sind, steht in ständigem Kontakt zum Blut, das die Gefäße 
durchströmt. Auf der dem Lumen abgewandten Seite stehen die Endothelzellen mit 
der Basalmembran in Verbindung. Bei dieser Membran handelt es sich um netzartig 
angeordnete fibrilläre Strukturen, die unterschiedliche Typen des Proteins Kollagen, 
Glykoproteine wie Fibronektin und Laminin und weitere Protein-Komplexe enthalten. 
Die Inhaltsstoffe der Basalmembran werden großenteils von den Endothelien selber 
synthetisiert und sezerniert. Die Endothelzellen untereinander sind über Zellkontakte 
verbunden (z.B. gap junctions, tight junctions). Diese bilden im physiologischen 
Zustand eine Barriere, die nur selektiv für bestimmte Plasmainhaltsstoffe durchlässig 
ist. Kommt es im Rahmen einer Entzündung zur Freisetzung von Entzündungs-
mediatoren oder wird das Gefäß lokal geschädigt, so können die Verbindungen 
zwischen den Endothelzellen aufbrechen und die Permeabilität der Gefäßwand 
nimmt zu. Folgen können unter anderem ein extrazelluläres Ödem oder eine 
Migration von Leukozyten durch die Gefäßwand in Richtung des Entzündungs-
prozesses sein [Junqueira, 1986; Pober, 1990]. 
 
Obwohl das Endothel morphologisch einfach strukturiert ist, handelt es sich um ein 
komplexes Gewebe, welches bei vielen biologischen Prozessen eine wichtige Rolle 
spielt. So sind Endothelzellen unter anderem beteiligt an der Blutgerinnung, der 
Fibrinolyse und der Thrombozytenaggregation [Pearson, 1991; Zanetti, 1994]. Unter 
physiologischen Bedingungen verhindert die Oberfläche der Zellen über Expression 
verschiedener Moleküle in der Zellmembran eine Aktivierung der Blutgerinnung. 
Dabei spielen verschiedene Mechanismen eine Rolle: Thrombin, welches Fibrinogen 
zu Fibrin spaltet und somit zur Bildung eines Blutgerinnsels führen kann, wird von 
dem Oberflächenmolekül Thrombomodulin gebunden und inaktiviert. Außerdem 
verliert Thrombin durch diese Bindung an Affinität zu Fibrinogen und gewinnt an 
Affinität zu Protein C, welches zusammen mit Protein S antikoagulatorisch wirksam 
ist. Protein S wird von der Endothelzelle selbst synthetisiert. Andere Oberflächen-
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moleküle der Endothelzelle binden Antithrombin, einen Proteaseinhibitor, und fördern 
somit dessen Fähigkeit, Thrombin und andere Gerinnungsfaktoren zu inaktivieren. 
Eine weitere Fähigkeit der Endothelzellen ist die Synthese von tissue- Plasminogen-
Aktivator (tPA) nach Kontakt mit Thrombin. Diese Substanz spaltet in Anwesenheit 
von Fibrin Plasminogen in Plasmin, welches zur Lyse eines bereits vorhandenen 
Blutgerinnsels führt. Die Thrombozytenaggregation wird von Endothelzellen über 
eine Produktion von Prostazyklin und Stickstoffmonoxid (NO, früher Platelet Derived 
Relaxing Factor, PDRF) inhibiert. Durch NO wird außerdem die Adhäsion von Blut-
plättchen an Kollagen oder sonstige extrazelluläre Matrixproteine gehemmt. Diese 
Plättchenadhäsion ist der erste Schritt bei der Bildung eines Thrombus, wenn es 
durch eine Verletzung des Gefäßes zur Freilegung der subendothelialen Matrix 
kommt [Pearson, 1991; Mantovani, 1992]. 
 
Neben den genannten antikoagulatorischen Funktionen spielen aber auch 
gerinnungsfördernde Prozesse von Endothelzellen eine Rolle. Diese kommen vor 
allem dann zum Einsatz, wenn es zu einer Verletzung des Endothelmonolayers mit 
Freilegung der subendothelialen Matrix oder zu einer Freisetzung von Zytokinen im 
Rahmen einer entzündlichen Reaktion kommt. Endothelzellen sezernieren nach 
Kontakt mit Thrombin den von Willebrand Faktor (vWF). Dieser bildet Brücken 
zwischen der subendothelialen Matrix und den Blutplättchen. Dadurch kommt es am 
Ort der Verletzung zu einer Adhäsion von Thrombozyten. Außerdem transportiert der 
vWF im Blut den Faktor VIII der Gerinnungskaskade. Dieser spielt eine Rolle beim 
intrinsischen Weg der plasmatischen Gerinnung, der durch Kontakt des Blutes mit 
subendothelialem Kollagen ausgelöst wird. Den extrinsischen Weg der plas-
matischen Gerinnung setzen Endothelzellen in Gang, indem sie nach Läsion oder 
Stimulation durch Zytokine Lipoproteine an ihrer Oberfläche freisetzen (Gewebs-
thromboplastin, tissue factor). Eine weitere prokoagulatorische Funktion der Endo-
thelien ist die Produktion von Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 (PAI-1). Dabei 
handelt es sich um den Gegenspieler von tPA. Neben vaskulären Endothelzellen 
sind auch aktivierte Thrombozyten, Hepatozyten, Leukozyten und andere Körper-
zellen in der Lage, PAI-1 zu synthetisieren. PAI-1 verhindert nach einer Thrombus-
bildung dessen Auflösung durch Plasmin, indem es die Plasminogenaktivierung 
durch tPA hemmt. Unter Ruhebedingungen liegt ein ausgeglichenes Verhältnis von 
tPA und PAI-1 vor, so dass es weder zu einer übermäßigen Fibrinbildung, noch zu 
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einer übermäßigen Fibrinolyse kommt. Unter dem Einfluss von Entzündungs-
mediatoren steigt jedoch die PAI-1 Produktion und die Synthese von tPA sinkt 
[Schleef, 1988; Pober, 1990; Schmidt, 1990; Mantovani, 1992]. 
 
1.2 Integrine als Adhäsionsmoleküle und Vermittler zwischen Endothelzellen 
und der subendothelialen Matrix 
Endothelzellen sind über bestimmte Adhäsionsmoleküle, sogenannte Integrine, an 
die Proteine der Basalmembran gebunden. Integrine sind Glykoproteine, die man in 
der Zellmembran fast aller Körperzellen findet. Es handelt sich um transmembranäre 
Komplexe aus jeweils zwei Glykoproteinketten, die nicht-kovalent miteinander 
verbunden sind. Jedes Integrin besteht aus einer α- und einer β-Untereinheit. Man 
kennt heute 15 verschiedene α-Ketten und acht verschiedene β-Ketten, die in 
unterschiedlicher Kombination in verschiedenen Zelltypen vorkommen. Teilweise 
werden bestimmte Kombinationen von α- und β-Einheiten nur von einer Zellart 
gebildet und können zur Identifizierung einer solchen Zelle beitragen. Andere 
Integrine werden von mehreren Zelltypen gebildet [Hynes, 1992]. Integrine können 
nach ihrer Synthese von der Zelle sekundär durch eine Proteolyse oder ein Splicing 
weiter verändert werden. Dadurch entstehen sogenannte Isoformen der Integrine 
[DiPersio, 1995; Gille, 1996]. Für die endgültige Struktur des Integrins ist außerdem 
die unmittelbare Umgebung innerhalb der Zellmembran entscheidend. Unter-
geordnete Moleküle und akzessorische Membranproteine können die Form eines 
Integrins weiter modulieren. Dadurch ist es möglich, dass sich zwei Integrine mit 
jeweils gleicher α- und β-Untereinheit in ihrer Funktionsweise unterscheiden, wenn 
sie verschiedenen Zelltypen entstammen [Luscinskas, 1994]. 
 
Als Oberflächenmoleküle spielen Integrine eine zentrale Rolle bei Adhäsions-
prozessen von Zellen auf einer extrazellulären Matrix. Außerdem übernehmen sie 
wichtige Aufgaben bei der Übermittlung von Signalen zwischen dem Zellinneren und 
dem extrazellulären Raum. Dabei können Signale sowohl von außen nach innen als 
auch von innen nach außen übertragen werden und es kommt zu einer wechsel-
seitigen Beeinflussung. Signale aus dem Inneren der Zelle regulieren die Bindungs-
aktivität der Integrine auf der Außenseite (Inside-Out-Signaling) und die Bindung an 
ein extrazelluläres Protein führt zu einer Signalübertragung ins Innere der Zelle 
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(Outside-In-Signaling). Dort kann es am Ende einer Kette von Signalen zu einer 
Beeinflussung der Genexpression kommen [Hynes, 1992; Giancotti, 1999]. 
 
Jedes Integrin bildet durch seinen transmembranären Aufbau eine Brücke zwischen 
Zytoplasma und der extrazellulären Umgebung einer Zelle. Die größere Domäne auf 
der Außenseite dient als Rezeptor für die Bindung an extrazelluläre Matrixproteine 
wie Kollagen, Fibronektin, Vitronektin und andere Glykoproteine. Hierbei determiniert 
die Kombination von α- und β-Untereinheit die Ligandenspezifität. Insgesamt binden 
die meisten Integrine an verschiedene Glykoproteine. Ein Beispiel für ein wenig 
selektives Integrin ist das αvβ3-Integrin von Endothelzellen. Über diesen Rezeptor 
kann die Zelle auf Vitronektin, Fibrinogen, Thrombospondin, Thrombin, dem von 
Willebrand Faktor und Fibronektin adhärieren. Trotz dieser Vielfalt an Liganden wird 
das αvβ3-Integrin auch als Vitronektin-Rezeptor bezeichnet [Conforti, 1992; 
Luscinskas, 1994]. Viele Matrixproteine werden von unterschiedlichen Integrinen 
erkannt. Fibronektin wird beispielsweise neben dem αvβ3-Integrin auch von dem 
α5β1-Rezeptor, dem sogenannten Fibronektin-Rezeptor, gebunden. Dieser ist jedoch 
spezifisch für Fibronektin [Lampugnani, 1990]. Die meisten Matrixproteine, die als 
Liganden für Integrine dienen, besitzen in ihrer Abfolge von Aminosäuren die 
Sequenz Arginin-Glycin-Aspartat (RGD-Sequenz) [Dejana, 1988; Hynes, 1992]. 
Diese Sequenz muss innerhalb des Matrixproteins in einer β-Schleife exponiert sein, 
damit es zu einer Bindung zwischen dem Integrin und der adhäsiven Matrix kommen 
kann. Liegt die RGD-Sequenz innerhalb von verknäulten Proteinketten, so kann sie 
sich nur in geringem Maß an der Matrixbindung beteiligen [Thiagarajan, 1996]. 
 
Auf der zytoplasmatischen Seite der Zelle liegen die kleineren, carboxy-terminalen 
Enden der Integrinketten. Sie stehen in engem Kontakt zum Zytoskelett der Zelle. 
Das Zytoskelett besteht zu einem großen Teil aus Aktin-Mikrofilamenten, die der 
Zelle ihre Form geben und wichtig sind für Zellbewegung, Formänderung und Zell-
teilung. Kommt es zwischen einem Integrin und dem entsprechenden extrazellulären 
Matrixprotein zu einer Bindung (Occupation), so wird im Zellinneren die intrazyto-
plasmatische Domäne des Integrins fest mit dem Zytoskelett verknüpft. Es kommt zu 
einer Ansammlung vieler Integrine an dieser definierten Stelle (Clustering). Diese An-
sammlung wird als Focal Adhesion, Focal Adhesion Plaque oder fokaler Kontakt 
bezeichnet [Burridge, 1988; Horwitz, 1997]. Neben den Integrinen und den Aktin-
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filamenten findet man innerhalb der Focal Adhesions weitere Kontaktproteine: 
Vinculin, Talin, Paxillin, α-Aktinin und Tensin. Sie bilden Brücken zwischen den 
einzelnen Aktinfilamenten und den Integrinen. Nach der Bindung an die extrazelluläre 
Matrix werden die Aktinfilamente in der Zelle neu organisiert. Es kommt zu einer 
Bündelung der Filamente, zur Formation sogenannter Stress Fibers. Diese sind in 
parallelen Strängen innerhalb des Zytoplasmas angeordnet und enden an den Focal 
Adhesions [Dejana, 1987; Corbett, 1996]. 
 
Der beschriebene Aufbau der Integrine legt ihre Fähigkeit zur Signaltransduktion 
nahe. Wird ein Ligand an die extrazelluläre Domäne des Integrins gebunden, so kann 
die Zellphysiologie auf vielfältige Weise beeinflusst werden. Über die Verbindung zu 
den Aktinfilamenten nimmt eine Zelle nach Bindung an eine Matrix durch 
Umorganisation des Zytoskeletts eine bestimmte Form an. Weitere Antworten der 
Zelle auf Signale von außen können Migration, Proliferation, Genexpression und 
Differenzierung sein [Horwitz, 1997]. Eine wichtige Funktion bei dieser Signal-
transduktion besitzen Enzyme, die ein weiterer Bestandteil der fokalen Kontakte sind. 
Hierbei handelt es sich vor allem um Tyrosinkinasen, d.h. Enzyme, die Proteine an 
deren Tyrosinresten phosphorylieren sowie die Proteinkinase C, die Serin- und 
Threoninreste phosphoryliert. Zielproteine der Kinasen sind die in den Focal 
Adhesions enthaltenen Kontaktproteine, die Kinasen selbst und vor allem auch die 
Bestandteile des Zytoskeletts [Schoenwaelder, 1994]. Eine Tyrosinkinase, die nach 
Adhäsion von Endothelzellen aktiviert wird und maßgeblich an der Integrin-
vermittelten Signaltransduktion beteiligt ist, ist die sogenannte Focal Adhesion 
Kinase (FAK). Sie kommt in besonders hoher Konzentration in den fokalen Kontakten 
vor. Nach Bindung von Endothelzellen an eine Matrix kommt es zu einer Auto-
phosphorylierung der FAK. Dadurch wird sie selber aktiviert und zeigt eine verstärkte 
Kinaseaktivität [Richardson, 1995]. In Versuchsreihen konnte 1994 von Romer et al. 
gezeigt werden, dass unmittelbar nach Integrin-vermittelter Adhäsion von humanen, 
venösen, umbilikalen Endothelzellen (HUVEC) auf Matrixproteinen und folgendem 
Integrin-Clustering die Kinaseaktivität der FAK deutlich gesteigert ist und dass die 
Gesamtmenge an phosphorylierten Proteinen innerhalb der Zelle zunimmt. In einem 
anderen Versuch wurden HUVEC Monolayer mit einer Pipettenspitze in ihrer 
Konfluenz unterbrochen. Bei der anschließenden Messung der phosphorylierten 
Proteine findet man, verglichen mit Zellen eines ruhenden Monolayers, höhere 
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Konzentrationen und auch die Kinase-Aktivität der FAK ist gesteigert. Im Verlauf der 
Reaktion werden vor allem die Aktinfilamente des Zytoskeletts mit Phosphor-Resten 
versehen. Diese reagieren mit einer Umorganisation und die Zelle ändert zunächst 
ihre Form. Im weiteren Verlauf kommt es zu einer Migration der Zelle mit dem Ziel, 
die Lücke im Monolayer zu verschließen. Dass die FAK bei der Zellmigration eine 
wichtige Rolle spielt zeigt sich auch daran, dass bei FAK-Knock-Out-Mäusen die 
embryonale Vaskulo- und Angiogenese schwer gestört ist, Vorgänge bei denen Zell-
migration von entscheidender Bedeutung ist [Furuta, 1995; Kornberg, 1998]. 
 
Verliert eine Zelle den Kontakt zu ihrer extrazellulären Matrix oder findet eine 
einzelne Zelle kein passendes Matrixprotein, so beginnt für diese Zelle die 
sogenannte Anoikis, eine Form des programmierten Zelltods [Meredith, 1993]. Auch 
bei diesem Prozess kommt den Integrinen und der FAK eine wichtige Rolle zu. Nach 
Integrin-vermittelter Bindung an ein Matrixprotein werden Signale ins Innere der Zelle 
weitergegeben, die dazu führen, dass die FAK aktiviert und phosphoryliert wird. Nach 
weiteren Schritten der Signaltransduktion kommt es zu einer Expression anti-
apoptotischer Faktoren und zu einer Supression pro-apoptotischer Proteine. Die 
Zelle überlebt. Diese Vorgänge finden aber nur dann statt, wenn eine bestimmte 
Zelle mit einem spezifischen Integrinmuster auf ihr passendes Matrixprotein trifft. So 
wird verhindert, dass sich Zellen an „falschen“ Orten niederlassen [Frisch, 1996; 
Giancotti, 1999]. Zellen, in denen keine FAK synthetisiert wird, können auch bei 
Vorhandensein der entsprechenden Matrix und trotz Integrin-Bindung nicht über-
leben. Zellen, denen keine Matrix angeboten wird, denen aber aktivierte FAK trans-
feriert wurde, können auch unabhängig von einer Adhäsion überleben. In invasiven 
und metastasierenden Tumoren findet man häufig eine Überexpression der FAK. 
Man kann sich vorstellen, dass diese den Tumorzellen hilft, sich auch dort nieder-
zulassen und auszubreiten, wo sie nicht auf eine adäquate Matrix treffen, indem die 
FAK-Aktivität den Tod dieser Zellen verhindert. Aus einer verstreuten Tumorzelle 
kann so eine Metastase werden oder sie kann invasiv in angrenzende Gewebe ein-
wachsen [Kornberg, 1998]. 
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1.3 Funktion von Endothelzellen und Integrinen bei der Angiogenese 
Die ersten Blutgefäße entstehen in der Embryonalzeit aus primitiven Angioblasten. 
Diese initiale Ausbildung des Gefäßsystems heißt Vaskulogenese. Angiogenese 
bezeichnet die Formation neuer Gefäße aus bereits existierenden Gefäßen. Sie 
spielt nicht nur während der Embryonalzeit eine entscheidende Rolle, sondern auch 
im Rahmen pathologischer Prozesse im reifen Organismus. Beispiele hierfür sind die 
Bildung von reich kapillarisiertem Granulationsgewebe bei der Wundheilung, die Ent-
stehung von Neovaskularisationen bei der diabetischen Retinopathie und das 
exzessive Wachstum von Tumorgefäßen innerhalb maligner Neubildungen [Brooks, 
1996*]. Ein weiteres Beispiel für ein Ereignis, bei dem Neoangiogenese eine Rolle 
spielt, ist der Gefäßverschluss durch ein fibrin-reiches Blutgerinnsel. Dabei kommt es 
ausgehend vom Gefäßendothel zu einem Einsprossen von Kapillaren in den 
Thrombus. Prinzipiell ist dieser Vorgang mit der Bildung von Granulationsgewebe bei 
der einfachen Wundheilung zu vergleichen. 
 
Angiogenese beinhaltet ein komplexes Zusammenspiel zwischen Endothelzellen, 
Wachstumsfaktoren, chemotaktischen Substanzen und der extrazellulären Matrix 
[Swerlick, 1995]. Eine der Hauptrollen bei der Angiogenese spielen mikrovaskuläre 
Endothelzellen. Damit der Vorgang der Gefäßneubildung beginnen kann, muss es zu 
einer veränderten Interaktion zwischen dem Endothelzellmonolayer und der darunter-
liegenden Proteinmatrix kommen. Hierzu ändern die auf der Basalmembran aus-
gebreiteten Endothelzellen ihr Adhäsionsverhalten in koordinierter Weise. Im Bereich 
der Zellmembranen werden die für Adhäsion und Ausbreitung verantwortlichen 
Integrine umverteilt. Insgesamt wird die Anzahl der Kontakte zwischen Zelle und 
Matrix reduziert und im Zellinneren verändert sich der Aufbau des Zytoskeletts. Die 
zuvor polygonale Endothelzelle rundet sich ab und es kommt zu einer Vergrößerung 
der Interzellularräume. Die Zelle bereitet sich so auf die bevorstehende Migration vor 
[Nehls, 1996]. Außerdem wird die Gefäßwand vermehrt durchlässig für große 
Moleküle. Aus dem Blut werden Plasmaproteine (Gerinnungsfaktoren, Fibrinogen, 
Fibronektin, Vitronektin) in den subendothelialen Raum abgegeben. Über den ex-
trinsischen Weg der Gerinnung entsteht aus Fibrinogen Fibrin, welches sich 
zusammen mit den anderen adhäsiven Proteinen somit genau dort ablagert, wo ein 
neues Gefäß entstehen soll. Der Endothelzelle dient diese fibrin-reiche Umgebung 
als eine provisorische Matrix für die weitere Gefäßausbildung und stellt zusätzlich 
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einen angiogenen Reiz dar [Dvorak, 1995]. Es folgt die Migration von Endothelien 
aus dem „alten“ Gefäß in diese Matrix und eine Proliferation. Dabei spielen erneut 
Veränderungen des Zytoskeletts eine wichtige Rolle. Gleichzeitig aktivierte 
proteolytische Enzyme erleichtern der Endothelzelle das Vordringen im Gewebe. Im 
weiteren Verlauf der Angiogenese organisieren sich die Zellen in der provisorischen 
Matrix zu neuen Gefäßen, bilden eine neue Basalmembran aus und breiten sich an 
ihrem Bestimmungsort wieder zu einem Monolayer mit polygonalen Zellen aus. 
Fibrinolytische Enzyme, welche im Rahmen der Angiogenese ebenfalls aktiviert 
wurden, dienen zur Auflösung des Fibrins in der Umgebung des neu entstandenen 
Gefäßes [Senger, 1996]. 
 
Um die molekularen Prozesse in der Endothelzelle bei der Angiogenese zu 
verstehen, wurden in der Vergangenheit sowohl zwei- als auch dreidimensionale 
Modelle untersucht. Bei der Aussaat von Endothelzellen auf einer Matrix mit den 
Proteinkomponenten einer Basalmembran erkennt man zunächst ein Anhaften der 
Zellen und im Verlauf eine Anordnung zu „röhrenförmigen“ Strukturen. Bietet man 
Endothelzellen einen dreidimensionalen Fibrinclot als Matrix an, so wandern die 
Zellen in diesen ein, proliferieren und formieren sich innerhalb des Fibrinnetzwerks 
zu kapillar-ähnlichen Strukturen. Diese beiden morphologischen Phänomene in vitro 
entsprechen den Vorgängen bei der Angiogenese in vivo. In beiden Fällen muss eine 
Kommunikation sowie eine koordinierte Interaktion zwischen Zelle, Zytoskelett und 
Umgebung stattfinden. Als Vermittler konnten verschiedene Integrine verantwortlich 
gemacht werden. Vor allem dem Vitronektin-Rezeptor (αvβ3-Integrin) steht bei der 
Angiogenese eine entscheidende Rolle zu. Werden oben beschriebene Versuche mit 
blockierenden Antikörpern gegen αv oder β3 wiederholt, so bleibt die genannte 
Strukturveränderung aus. Immunhistochemische Anfärbungen der beiden Integrin-
ketten beweisen eine Umverteilung im Rahmen der Anordnung zu kapillar-ähnlichen 
Gebilden. Während im konfluenten Endothelzellmonolayer die αv- und β3-Ketten in 
Form von Focal Adhesions im Bereich der Zellperipherie lokalisiert sind und nur in 
geringem Maße exprimiert werden, findet man sie für die Dauer der Umstrukturierung 
zu „Röhren“ über die gesamte Zelle verteilt und in deutlich größerer Menge. Ist die 
Formationsphase abgeschlossen, werden die αvβ3-Ketten zurück zu den Zellrändern 
transferiert, in fokalen Kontakten konzentriert und die Dichte nimmt wieder ab [Davis, 
1993; Brooks, 1996 und 1996*]. 
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Es wurde bereits bei der Beschreibung von Integrinen und ihrer Funktion als Signal-
vermittler zwischen Zelle und extrazellulärer Matrix die Rolle der Proteinkinase C 
erwähnt. Diese kann mittels Phosphorylierung von Integrinen deren Verhalten ändern 
und steuern. Auch bei angiogenetischen Vorgängen findet eine Aktivierung der 
Proteinkinase C statt. Kommen Endothelzellen mit einer adhäsiven Matrix in Kontakt, 
formieren sie sich röhrenartig. Die Proteine des Vitronektin-Rezeptors werden 
phosphoryliert. Als Zeichen der Aktivierung der PKC findet man eine Translokation 
des Enzyms vom Zytoskelett zur Zellperipherie. Nach Abschluss der Formierung der 
Zellen verlagern sich die Enzyme zurück in das Zytoskelett. Eine Hemmung der PKC 
hat zur Folge, dass der Vitronektin-Rezeptor nicht phosphoryliert wird und ein 
Endothelzellmonolayer keine Umstrukturierung erfährt. Eine Stimulation der PKC 
zum Beispiel mit einem Phorbolester (Phorbol-12-Myristate-13-Acetate, PMA) bewirkt 
eine Ausbildung von längeren Röhrenstrukturen, d.h. PMA ist pro-angiogenetisch 
wirksam [Davis, 1993]. 
 
1.3.1 Stimulation der Angiogenese durch VPF/VEGF und BFGF  
Bei der Angiogenese spielen neben den Interaktionen zwischen Endothelzelle und 
der umgebenden Matrix verschiedene Wachstumsfaktoren eine entscheidende Rolle. 
Durch die Matrix wird lokal die Sensitivität der Endothelzelle für bestimmte 
Wachstumsfaktoren verändert. Sät man Endothelzellen auf eine Kollagenmatrix 
ähnlich einer Basalmembran aus, so bilden sie auch ohne Wachstumsfaktoren 
gefäß-ähnliche Strukturen mit Lumina aus, d.h. allein die Umgebung reicht aus, 
Endothelzellen zu dieser Veränderung zu bringen. Durch die Zugabe von angiogenen 
Stimulantien können in vitro Veränderungen gesehen werden, die denen bei der 
Angiogenese in vivo ähneln: die Zellen beginnen zu wandern, sie bilden kapillar-
ähnliche Strukturen aus und dringen in die Matrix ein [Olander, 1985; Davis, 1993; 
Swerlick, 1995]. Zwei der wichtigsten angiogenen Wachstumsfaktoren sind VPF/ 
VEGF (Vascular Permeability Factor / Vascular Endothelial Growth Factor) und 
BFGF (Basic Fibroblast Growth Factor). 
 
VPF/VEGF ist ein dimeres Glykoprotein, welches zuerst aus Tumorzellen isoliert 
werden konnte. Später fand man VPF/VEGF dann auch in anderen Geweben. Im 
gesunden Organismus kommt es im Bereich der Nierenglomeruli, des Corpus luteum 
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und des adrenalen Cortex vor. Außerdem findet man es in der Netzhaut bei 
proliferativen Retinopathien, im Pannus und in der Synovia bei der rheumatoiden 
Arthritis und im Granulationsgewebe bei der Wundheilung.  
 
Am vaskulären Endothel führt VPF/VEGF innerhalb von wenigen Sekunden zu einer 
ausgeprägten Steigerung der Permeabilität (>50.000fach gegenüber Histamin). 
Daher wurde die Substanz zunächst VPF genannt. Später erkannte man, dass VPF 
außerdem einen mitogenen und angiogenen Charakter hat und gab ihm zusätzlich 
den Namen VEGF. Das Zytokin wirkt über zwei hochaffine, transmembranäre 
Tyrosinkinase-Rezeptoren, die man hauptsächlich, aber nicht ausschließlich auf 
Endothelzellen findet [Dvorak, 1995 und 1999].  
 
Die Wirkung von VPF/VEGF kann in eine sofortige Reaktion innerhalb von wenigen 
Sekunden bis Minuten und eine späte Reaktion innerhalb von Stunden bis Tagen 
unterteilt werden. Unmittelbar nach Zugabe des Wachstumsfaktors kommt es in 
einem Gefäß zu einer Hyperpermeabilität der Gefäßwand. Diese ist innerhalb von 30 
Minuten reversibel und hinterlässt keinen bleibenden Schaden am Endothel. Plasma-
proteine, die im Ruhezustand das Endothel nicht passieren können, gelangen durch 
diese Permeabilitätssteigerung in den extrazellulären Raum. Zu diesen Proteinen 
gehören Fibrinogen, Fibronektin, Vitronektin, Gerinnungsfaktoren, Plasminogen und 
andere. Es kommt zu einer Gerinnungsaktivierung und zur Ablagerung eines fibrin-
reichen Clots in der Umgebung des Gefäßes, welcher einen zusätzlichen angiogenen 
Stimulus darstellt [Senger, 1996; Dvorak, 2000]. Früher glaubte man, dass die 
gesteigerte Permeabilität durch das Aufbrechen interzellulärer Verbindungen im 
Endothelzell-Monolayer zustande kommt. Inzwischen geht man davon aus, dass es 
sogenannte vesikulär-vakuoläre Organellen (VVO) in der Endothelzelle gibt, die 
durch VPF/VEGF wie auch durch Histamin und Serotonin aktiviert werden. Die VVO 
bestehen aus vielen membranumschlossenen Bläschen, die miteinander in Kontakt 
stehen und jeweils ein Fenster in Richtung Zytoplasma und Gefäßlumen besitzen. 
Diese Öffnung ist im Ruhezustand mit einer Membran verschlossen, nach 
Aktivierung öffnet sich die Membran und Proteine können via der VVO die Zelle 
passieren. Weitere Reaktionen, die unmittelbar nach VPF/VEGF-Stimulation 
auftreten, sind der Calciumeinstrom in die Endothelzelle und die Phosphorylierung 
von Proteinen durch die Aktivierung von Proteinkinasen [Dvorak, 1995 und 1999]. 
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Die späte Wirkung von VPF/VEGF ist die mitogene und angiogene Komponente. In 
der Zellmembran werden vermehrt αvβ3-Integrine exprimiert, durch Veränderungen 
im Zytoskelett bekommt die Zelle ein spindelförmiges Aussehen, über eine 
veränderte Genexpression kommt es zur vermehrten Produktion von Plasminogen-
aktivatoren (PA), PA-Inhibitoren (PAI) und proteolytischen Enzymen und die Zelle 
beginnt sich zu teilen. Außerdem ändert sich durch Umverteilung von Integrinen das 
Adhäsionsverhalten der Zelle auf ihrer Basalmembran und es kommt zur Migration in 
Richtung der Fibrinmatrix. Diese Prozesse entsprechen der frühen Phase der Angio-
genese [Dvorak, 1995 und 2000].  
 
VPF/VEGF ist in vielen Tumoren für die überschießende Gefäßproliferation, die dem 
wachsenden Tumorgewebe zur Ernährung dient, verantwortlich. Da VPF/VEGF über 
αvβ3 wirkt, kann man durch Zugabe von blockierenden Antikörpern gegen dieses 
Integrin erreichen, dass die Gefäßneuentstehung gehemmt wird. Die so behandelten 
Tumoren werden dadurch kleiner. Da das Integrin αvβ3 fast ausschließlich auf neu 
entstehendem Endothel und nicht bei Zellen eines ruhenden Monolayers exprimiert 
wird, kann die Neovaskularisation gehemmt werden, ohne dass bereits existierende 
Gefäße geschädigt werden [Brooks, 1994]. 
 
Ein weiterer angiogenetischer Wachstumsfaktor ist der Basic Fibroblast Growth 
Factor (BFGF). Es handelt sich um einen Heparin-bindenden Wachstumsfaktor, der 
von der Endothelzelle selbst und z.B. von verschiedenen Tumorzellen produziert 
wird. Endogenes BFGF wird beispielsweise bei der Wundheilung benötigt. Ein Teil 
des synthetisierten BFGF wird in der Basalmembran gespeichert [Swerlick, 1995; 
Bussolino, 1996]. Die angiogene Wirkung von BFGF beruht auf einer Veränderung 
der Biosynthese verschiedener Integrinketten im Endothel. BFGF wirkt über eine 
Aktivierung der Proteinkinase C, was unter anderem daraus ersichtlich ist, dass man 
nach Stimulation mit dem PKC-Agonisten PMA ähnliche angiogenetische Reaktionen 
sieht, wie nach BFGF-Stimulation [Sepp, 1994]. 
 
Stimuliert man einen Endothelzellmonolayer mit BFGF, so kommt es zunächst zu 
einer Zunahme der Zellproliferation und -mobilität sowie zu einer vermehrten 
Sekretion von proteolytischen Enzymen. Im extrazellulären Raum nimmt die Fibro-
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nektin-Konzentration zu. Diese Reaktionen entsprechen den Vorgängen in der 
frühen, invasiven Phase der Angiogenese. Im weiteren Verlauf kommt es nach einer 
Stimulationszeit von 24 bis 72 Stunden zu einer Formveränderung der Endothel-
zellen (spindelförmige Elongation) und zu einer Migration in der veränderten extra-
zellulären Matrix. In dieser Phase verändern sich auch die exprimierten Integrine an 
der Zelloberfläche: αvβ3- und α5β1-Integrine nehmen zu [Klein, 1993; Sepp, 1994]. 
Gibt man bei solchen Versuchen Antikörper zu, die die Integrine αvβ3 und α5β1 
blockieren, so führt BFGF nicht zu den oben genannten Veränderungen, d.h. die pro-
angiogenetischen Veränderungen werden verhindert [Kim, 2000]. 
 
Im Gegensatz zu VPF/VEGF wirkt BFGF nicht direkt permeabilitätssteigernd auf 
einen Endothelzellmonolayer. Untersucht man aber Gefäße, die nach alleiniger 
Stimulation mit BFGF entstanden sind, so erkennt man auch bei diesen eine 
gesteigerte Durchlässigkeit der Wand. BFGF muss also über einen sekundären 
Mechanismus zur Permeabilitätssteigerung führen. Möglicherweise führt BFGF 
sekundär zu einer VPF/VEGF Expression, wie es auch für einen anderen angio-
genetischen Faktor, den Transforming Growth Factor α (TGF-α), angenommen wird 
[Dvorak, 1995 und 2000; Senger, 1996]. 
 
Ebenso wie VPF/VEGF wird auch BFGF von bestimmten Tumorzellen produziert. 
Auch hier gelingt es, durch eine Hemmung der Angiogenese nach Zugabe von 
anti-BFGF das Tumorwachstum in vitro einzuschränken. Auch kann man durch 
anti-αvβ3 oder anti-α5β1 die BFGF-stimulierte Angiogenese inhibieren, was dazu führt, 
dass Tumore eine Regression zeigen. Eine gleichzeitige Blockade beider Integrine 
hatte keinen additiven oder synergistischen Effekt [Brooks, 1994; Bussolino, 1996; 
Eliceiri, 2000; Kim, 2000]. 
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1.4 Zielsetzung 
In dieser Arbeit werden vor allem die Einflüsse extrazellulärer Matrixproteine auf 
Endothelzellen untersucht. Die kultivierten HUVEC-Monolayer dienen hierbei als 
Modell. Es wird beobachtet, ob und wie sich die Zellform ändert und wie sich das 
Muster von Integrinen im Bereich der Zellmembran und des Zytoplasmas ändert. 
Dabei werden die langfristigen Effekte durch den Vergleich der Integrine nach 24-
stündiger Adhäsion auf Fibronektin bzw. Vitronektin untersucht. Die kurzfristigen 
Effekte werden nach Stimulation der Zellen mit einem Fibringerinnsel für eine, vier 
und acht Stunden untersucht. Der Kontakt mit Fibrin simuliert die Milieuveränderung, 
die in vivo bei angiogenetischen Prozessen (Wundheilung, Gefäßverschluss, Tumor-
geschehen) vorkommt. 
 
Neben den Matrixeinflüssen werden auch die Wirkungen von verschiedenen, die 
Gefäßneubildung beeinflussenden Substanzen verglichen. Durch eine gleichzeitige 
Stimulation mit einem Fibrinclot und verschiedenen Zytokinen werden außerdem 
Wechselwirkungen zwischen Matrix- und Zytokineinfluss untersucht. 
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2 Material und Methoden 
 
2.1 Versuchsmaterial 
2.1.1 Serum 
Es wird ein selbst hergestellter humaner Serumpool (HSP) verwendet. Die Seren 
werden von der Blutbank des Klinikums Aachen zur Verfügung gestellt.  
 
2.1.2 Medien 
Bei der Isolierung und Kultivierung von HUVEC werden in den einzelnen Versuchs-
schritten folgende Medien verwendet: 
 
• Serumfreies Medium:  
Zur Herstellung wird Iscove´s modified Dulbecco´s Medium mit L-Glutamin und 25 
mM HEPES (GIBCO) mit Nutrient Mixture Ham´s F 12 mit L-Glutamin (GIBCO) im 
Verhältnis 1:1 gemischt. L-Glutamin (GIBCO) wird bis zu einer Endkonzentration von 
1,6 mM hinzugefügt. Um eine Infektion der Zellkulturen zu verhindern, werden 
Penicillin (GIBCO, Konzentration 80 U/ml) und Streptomycin (GIBCO, Konzentration 
80 µg/ml) zugegeben. 
 
• 20%iges HSP-Medium: 
Serumfreies Medium und humanes Serum (HSP) werden im Verhältnis 4+1 
gemischt. 
 
• 1%iges HSA-Medium: 
Zur Herstellung wird 1 ml humanes Serumalbumin 20 % (HSA, Behring, Reinheits-
grad mind. 95 %) mit 19 ml serumfreiem Medium gemischt. 
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2.1.3 Pufferlösungen 
Im Rahmen der Versuche dieser Arbeit kommen fünf verschiedene Pufferlösungen 
zum Einsatz (Protokolle zur Herstellung im Anhang): 
 
• HEPES-Puffer, pH 7,55 
 
• EDTA/BSA-Puffer 
 
• Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (DPBS, Bio-Whittacker) 
 
• 0,5%iger BSA-Puffer 
 
• 0,5%iger NP 40-BSA-Puffer 
 
2.1.4 Collagenase 
Zur Ablösung der Zellen wird eine 0,1%ige Collagenase Lösung verwendet. Diese 
wird aus 0,2 % Collagenase I (Worthington Biochem. Corp.) in HEPES-Puffer und 
EDTA/BSA-Puffer im Mischungsverhältnis 1:1 hergestellt. 
 
2.1.5 Adhäsive Proteine 
Damit HUVEC auf den unterschiedlichen Kulturgefäßen haften können, werden drei 
verschiedene Matrixproteine eingesetzt: 
 
• Gelatine (0,2%ige Lösung von Gelatine in Wasser, Sigma) 
 
• Fibronektin (Stammlösung: 1 mg/ml Fibronektin in DPBS, Boehringer Mannheim) 
 
• Vitronektin (Stammlösung: 500 µg/ml Vitronektin in DPBS, Biomol) 
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2.1.6 Fixativ 
Zum Fixieren der Zellen wird eine 1%ige Paraformaldehyd-Stammlösung (Protokoll 
zur Herstellung im Anhang) mit DPBS auf 0,5 % verdünnt.  
 
2.1.7 Kulturgefäße 
Für die Kultivierung der HUVEC werden Kulturflaschen der Firma Greiner in der 
Größe T25 und T75 (25 bzw. 75 cm2 Grundfläche) verwendet. Die Stimulations-
versuche werden in Lab-TekR Chamber Slides der Firma Nunc InterMed durch-
geführt. Diese stellen vier getrennte Kammern mit jeweils 2 cm2 Grundfläche zur 
Verfügung. 
 
2.1.8 Antikörper und Fluoreszenzfarbstoffe 
Zur immunhistochemischen Anfärbung der Integrine werden im ersten Schritt mono-
klonale Maus-Antikörper der Klasse IgG benutzt. Es handelt sich um die Antikörper 
CD29, CD49e, CD51 und CD61 der Firma Immunotech. Diese sind jeweils gegen 
eine bestimmte Kette eines Integrins gerichtet: 
 
Antikörper Bindungsstelle 
CD29 Integrin β1-Kette gp IIa 
CD49e α5-Kette des VLA 5 Komplexes 
CD51 αv-Kette des Vitronektin-Rezeptors 
CD61 β3-Untereinheit des Vitronektin-Rezeptors 
 
 
Für den zweiten Schritt der Färbung wird Biotin-SP-conjugated Affine Pure rabbit 
anti-mouse-IgG der Firma Jackson Immuno Research Laboratories/dianova benutzt. 
 
Als Fluoreszenzfarbstoffe kommen Cy3TM (Indocarbocyanin) conjugated Streptavidin 
von Jackson Immuno Research Laboratories/dianova und FITC (Fluorescein-Isothio-
cyanat) conjugated Streptavidin von Dako zum Einsatz. 
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2.1.9 Stimulierende Substanzen und andere Reagenzien 
Zur Stimulation der Zellkulturen werden folgende Substanzen verwendet: 
 
• Forskolin aus Coleus Forskohlii, Stammlösung 12,2-mmolar, Sigma 
 
• Phorbol-12-Myristate-13-Acetate (PMA), Stammlösung 1-µmolar, Sigma 
 
• Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF), Stammlösung 5 µg/ml, Falcon 
 
• Basic Fibroblast Growth Factor (BFGF), Stammlösung 10 µg/ml, Falcon 
 
• Fibrinogen (hochaufgereinigt), American Diagnostica 
 
• Thrombin, Konzentration der Stammlösung 300 U/ml, für die Gebrauchslösung 
wird diese mit HSA-Medium auf 15 U/ml vorverdünnt, Sigma 
 
2.2 Versuchsmethoden 
2.2.1 Isolierung und Kultivierung von HUVEC 
Endothelzellen werden aus humanen Nabelschnurvenen gewonnen. Die Nabel-
schnüre wurden uns aus der gynäkologischen Abteilung des Luisenhospitals in 
Aachen sowie der gynäkologischen Abteilung des Klinikums der RWTH Aachen zur 
Verfügung gestellt. Die Vorgehensweise entspricht der 1973 von Jaffe et al. 
beschriebenen Methode: 
 
Frische Nabelschnüre werden bis zur weiteren Verarbeitung in HEPES-Transport-
puffer gelagert. Innerhalb von maximal zwei Tagen sollte die Isolierung der Endothel-
zellen erfolgen. Hierzu wird die Vena umbilicalis an beiden Enden kanüliert und 
zweimal mit sterilem HEPES-Puffer gespült, um Blutreste und -koagel zu entfernen. 
Zum Ablösen der Endothelzellen wird die Vene mit einer 0,1%igen Collagenase-
HEPES-Lösung gefüllt, in ein Gefäß mit HEPES-Puffer gegeben und zehn Minuten 
im Wasserbad bei 37 °C inkubiert. Mit 20 ml serumfreiem Medium (37 °C) werden die 
gelösten Zellen in ein Zentrifugenröhrchen gespült. Durch die Calciumionen im 
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Medium wird die Aktivität der Collagenase gestoppt. Nach zehn Minuten Zentri-
fugation bei 210 g wird der Überstand dekantiert und das Zellpellet in 4 ml 20%igem 
HSP-Medium (37 °C) resuspendiert. Die Zellsuspension wird in eine angewärmte 
T25-Kulturflasche gegeben, welche mit 0,2%iger Gelatinelösung vorbeschichtet ist. 
Im Brutschrank werden die Zellen in einer Atmosphäre mit 5 % CO2, 10 % O2, 95 % 
Luftfeuchtigkeit und bei einer Temperatur von 37 °C inkubiert.  
 
Während der Wachstums- und Proliferationsphase werden die Zellkulturen täglich 
unter einem Umkehrmikroskop mit Phasenkontrast begutachtet. Man achtet auf 
Proliferation, Zellform und -dichte und mögliche Kontamination z.B. durch Pilze. 
Dreimal wöchentlich werden die Zellen mit frischem 20%igem HSP-Medium versorgt. 
Sobald sich ein konfluenter Zellrasen in der Kulturflasche gebildet hat, erfolgt die 
Zellpassage. Hierzu werden die Zellen nach Absaugen des Mediums zehn Minuten 
mit einer 0,1%igen Collagenase-EDTA/BSA-Lösung im Wärmeschrank inkubiert. Die 
abgelösten Zellen werden zentrifugiert, das Zellpellet in HSP-Medium resuspendiert 
und die vereinzelten Endothelzellen werden in beschichtete Kulturflaschen ausgesät. 
Die Aussaat erfolgt im Verhältnis 1:3, d.h. mit den Zellen einer T25 Flasche werden 
drei neue T25-Flaschen oder eine T75-Flasche beschickt. Für die Versuche dieser 
Arbeit werden ausschließlich Zellen aus der zweiten Passage verwendet. 
 
2.2.2 Aussaat der Zellen für die Stimulationsversuche 
Für die Stimulationsversuche werden die Endothelzellen in LabTeksR ausgesät. 
Dabei handelt es sich um Objektträger aus Glas, auf denen ein Kammersystem aus 
Kunststoff fixiert ist, welches vier separate Kammern von jeweils 2 cm2 trennt. 
 
Die LabTeksR müssen vor der Aussaat der HUVEC mit einem adhäsiven Protein 
beschichtet werden. Bei einem Teil der Versuche wird Fibronektin (10 µg/ml in 
DPBS) verwendet, der andere Teil der Versuche wird mit Vitronektin (5 µg/ml in 
DPBS) durchgeführt. Grundsätzlich werden alle Versuchsschritte bis zur Fixation der 
Zellen unter dem Laminar Flow unter sterilen Bedingungen durchgeführt. 
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Die Versuchsdurchführung läuft bei allen Versuchen nach folgendem Zeitplan ab: 
 
Tag 1: 
Beschichtung der LabTeksR mit Fibronektin bzw. Vitronektin, Lagerung im Kühl-
schrank für 24 Stunden. 
 
Tag 2: 
Aus den vorhandenen Zellkulturen werden Zellen ausgesucht, die sich in der zweiten 
Generation befinden und eine gute Konfluenz sowie die typische Morphologie von 
Endothelzellen aufweisen. HUVEC werden entsprechend einer Zellpassage aus der 
Kulturflasche abgelöst, zentrifugiert und in 20%igem HSP-Medium resuspendiert. 
Nach Bestimmung der Zellzahl und Verdünnung in HSP-Medium werden die Zellen 
mit einer Dichte von ca. 50.000 Zellen pro cm2 in die auf 37 °C vorgewärmten 
LabTeksR ausgesät. Es erfolgt die Inkubation im Brutschrank (5 % CO2, 10 % O2, 
95 % Luftfeuchtigkeit, 37 °C) für 24 Stunden. 
 
Tag 3: 
Die Zellen in den LabTeksR werden unter dem Phasenkontrastmikroskop bezüglich 
ihrer Adhäsion, Zelldichte, Zellform und Kontamination begutachtet. Für die 
Stimulationsversuche benötigt man Zellkulturen, die einen konfluenten Zellrasen 
ausgebildet haben. Die einzelne Zelle muss die typische polygonale Form von 
Endothelzellen aufweisen. Es dürfen keine Zeichen einer Infektion der Kulturen 
vorliegen. 
Zunächst wird das alte Medium abgesaugt und die Zellen werden mit 1%igem HSA-
Medium gespült. Es folgen die Stimulationsversuche. 
Nach Beendigung der Stimulationen werden die Zellen mit DPBS (37 °C) gespült und 
mit einer 0,5%igen Paraformaldehyd-Lösung 30 Minuten im Kühlschrank fixiert. Bis 
zur immunhistochemischen Anfärbung werden die Zellen in DPBS in kühler und 
dunkler Umgebung gelagert. 
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2.2.3 Stimulationsversuche und Zellfixierung 
2.2.3.1 Fibrinstimulation 
Endothelzellen werden auf unterschiedlich beschichtete LabTeksR ausgesät (s. Kap. 
2.2.2). Auf die Zellkulturen wird ein Fibringerinnsel (Clot) aufgebracht. Hierzu wird 
zunächst Fibrinogen mit 1%igem HSA-Medium gemischt. Die Endkonzentration des 
Fibrinogens im Clot beträgt 1 mg/ml. Unmittelbar vor Überschichtung der Zellen mit 
der Lösung wird Thrombin (Konzentration im Clot 0,2 U/ml) zugefügt. Die beiden 
Substanzen werden rasch vermischt und in die Zellkammern pipettiert. Dieser 
Vorgang muss sehr schnell erfolgen, damit die Polymerisation von Fibrin aus dem 
Fibrinogen erst in der Kammer und nicht schon im Mischungsgefäß erfolgt. In den 
Versuchsreihen wird mit einem Clot-Volumen von 300 µl gearbeitet. 
 
Die Stimulation der Zellen mit dem Fibringerinnsel erfolgt je nach Versuch für 1, 4 
und 8 Stunden. In den ersten Versuchsreihen dieser Arbeit werden die Zellen nach 
der Stimulation auf zwei Arten fixiert und gefärbt.  
 
Bei einem Teil der Versuche wird die Fixationslösung ohne Waschschritt direkt über 
den Clot geschichtet. Die Fixierung dauert 30 Minuten. Im Anschluss erfolgt die 
immunhistochemische Anfärbung in Anwesenheit des Clots. Hierfür wurde die Dauer 
der einzelnen Färbe- und Waschschritte verlängert (siehe Kapitel 2.2.4).  
 
Bei dem anderen Teil der Experimente wird der Clot zunächst vorsichtig mit einer 
Pipettenspitze abgezogen. Danach erfolgt ein Waschschritt mit 0,5%igem BSA-Puffer 
und im Anschluss die Fixierung mit Paraformaldehyd. Zuletzt werden die Zellen 
immunhistochemisch angefärbt. 
 
Obwohl bei der zweiten Methode die Zellen bei Entfernung des Gerinnsels noch nicht 
fixiert sind, findet man später bei der Mikroskopie ausreichend Zellen auf den Objekt-
trägern. Die Integrine sind auf den Zellen besser angefärbt als in Anwesenheit des 
Clots. In den späteren Versuchsreihen kommt daher nur noch die einfachere und 
zeitsparende zweite Methode zum Einsatz. 
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2.2.3.2 Forskolinstimulation 
Die Stimulation erfolgt mit einer 10-µmolaren Forskolinlösung. Zunächst werden die 
Zellkulturen für 2 Stunden mit Forskolin in HSP-Medium vorstimuliert. Danach wird, 
nach einem Spülschritt, ein Teil der Zellen für 1 und 8 Stunden mit Forskolin in HSA-
Medium stimuliert. Bei einem anderen Teil der Zellen wird Forskolin in gleicher 
Konzentration mit in ein Fibringerinnsel eingebracht. Für diese Zellen erfolgt eine 
gleichzeitige Stimulation der HUVEC mit Forskolin und Fibrin für 1 und 8 Stunden. 
Parallel zu den Stimulationen mit Forskolin und Forskolin/Fibrin werden zum 
Vergleich Zellen mit HSA-Medium bzw. reinem Fibrin inkubiert. 
 
2.2.3.3 PMA-Stimulation 
PMA wird in einer 10-nanomolaren Konzentration verwendet. Die Zellen werden 
zunächst 2 Stunden mit PMA vorstimuliert. Danach werden sie für weitere 1, 4 und 8 
Stunden mit PMA bzw. mit einem PMA-haltigen Fibringerinnsel inkubiert. Parallel 
werden Kontrollen mitgeführt, bei denen die Zellen nur mit HSA-Medium bzw. mit 
einem PMA-freien Fibringerinnsel stimuliert werden. 
 
2.2.3.4 BFGF- und VEGF-Stimulation 
Die Konzentration von BFGF bei den Stimulationen beträgt 10 ng/ml, die von VEGF 
beträgt 5 ng/ml. In diesen Versuchsreihen werden ausschließlich Zellen verwendet, 
die auf Fibronektin-beschichteten LabTeksR haften. Es erfolgt zunächst eine Vor-
stimulation der HUVEC für 4 Stunden mit dem jeweiligen Wachstumsfaktor. Die 
weitere Stimulation mit und ohne Fibringerinnsel erfolgt für 1, 4 und 8 Stunden. Es 
werden zum Vergleich Zellen ohne VEGF-/BFGF-Stimulation mitgeführt. 
 
2.2.4 Immunhistochemische Färbung von Integrinen 
Die Anfärbung der Integrine erfolgt immer in drei Schritten:  
1. Monoklonaler Antikörper gegen das zu färbende Integrin in einer Verdünnung von 
1:50, Inkubation für 45 Minuten bei Raumtemperatur. 
2. Biotinylierter Antikörper gegen die Spezies des ersten Antikörpers in einer 
Verdünnung von 1:500, Inkubationsdauer 30 Minuten bei Raumtemperatur. 
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3. Fluoreszierender Farbstoff gekoppelt an Streptavidin in einer Verdünnung von 
1:500. Streptavidin bindet mehrfach an Biotin und führt somit zu einer 
Verstärkung des Signals. Die Inkubation erfolgt für 30 Minuten bei Raum-
temperatur im Dunkeln. 
 
Die Antikörper bzw. der Farbstoff dieser Methode werden in 0,5%igem NP 40-BSA-
Puffer verdünnt. NP 40 dient hierbei dazu, die Zellmembran durchlässig für die Anti-
körper zu machen, damit auch Strukturen im Zellinneren angefärbt werden können. 
Zwischen den Inkubationen mit Antikörpern werden jeweils drei Waschschritte à 10 
Minuten mit 0,5%igem BSA-Puffer durchgeführt. 
 
Nach dem letzten Reaktionsschritt werden die Zellen noch zweimal für 10 Minuten 
gewaschen. Danach werden die Kunststoffkammern der LabTeksR entfernt und die 
Zellen mit Mounting MediumR (Sigma) eingedeckelt. 
 
Wie oben bereits erwähnt, kommt bei einem Teil der Versuche eine modifizierte 
Färbemethode in Anwesenheit eines Fibringerinnsels zum Einsatz. Der Unterschied 
besteht in verlängerten Inkubationszeiten bei den einzelnen Schritten. Die 
Inkubationsdauer für den ersten und den zweiten Antikörper beträgt jeweils 2,5 
Stunden. Der fluoreszierende Farbstoff wird für eine Stunde auf den Zellen und dem 
Clot gelassen. Die Waschvorgänge zwischen den eigentlichen Färbeschritten werden 
ebenfalls verlängert (je 4 x 15 Minuten). Außerdem werden die LabTeksR während 
des Färbevorgangs langsam geschwenkt. Das Fibringerinnsel wird erst entfernt, 
wenn die komplette Reaktion beendet ist. 
 
Bei jeder Integrinanfärbung werden Negativkontrollen mitgeführt. Bei diesen wird kein 
Erstantikörper in die entsprechenden Kammern pipettiert, sondern es erfolgen nur 
die Waschschritte sowie die Zugabe des biotinylierten Zweitantikörpers und des an 
Streptavidin gebundenen Fluorochroms. Hiermit werden evtl. eingetretene 
unspezifische Reaktionen des zweiten und dritten Schrittes sichtbar gemacht. Bei der 
Auswertung der Versuche sollten sich bei den Negativkontrollen keine Fluoreszenz-
signale unter dem Mikroskop finden. 
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2.2.5 Auswertung der Färbung 
Die Auswertung der Versuche erfolgt mit dem Zeiss Laser-Scan-Mikroskop LSM 410 
invert. Dieses Gerät basiert auf einem Axiovert-Mikroskop, d.h. einem inversen 
Mikroskop. Neben der konventionellen Mikroskopie mit Durchlicht-Kontrast (z.B. Hell- 
und Dunkelfeld, Phasenkontrast) und im Auflicht (z.B. Fluoreszenz), ist hierbei die 
konfokale Laser-Scan-Mikroskopie im Auflicht möglich. Es können sowohl Fluo-
reszenz als auch Reflexion detektiert werden. Die Steuerung des Gerätes erfolgt 
über einen Computer. Mit Hilfe der entsprechenden Software können alle Parameter 
wie Bildhelligkeit, Kontrast, Zoomfaktor etc. eingestellt und kontrolliert werden. Als 
Laser dient ein externer Argon/Krypton-Laser mit den Wellenlängen 488, 568 und 
674 nm. Bei der Detektion der Fluoreszenz befinden sich dichroitische Farbteiler, 
Blenden und Emissionsfilter im Strahlengang. Die eingescannten Bilder werden auf 
einem hochauflösenden Monitor dargestellt. Die Daten werden als tif-Dateien auf 
magneto-optischen Disketten gespeichert und sind so einer weiteren Verarbeitung 
zugänglich. 
 
Durch die Auswertung mit dem konfokalen Laser-Scan-Mikroskop können die 
kultivierten und angefärbten Zellen hinsichtlich folgender Kriterien beurteilt werden: 
 
• Morphologie, d.h. Größe und Gestalt der Zellen 
• Expression und Verteilungsmuster der angefärbten Integrine 
• semiquantitativ die Menge des exprimierten Integrins durch Vergleich der 
Intensität der Fluoreszenz innerhalb eines Versuchs bei gleichen Versuchs-, 
Färbe- und Aufnahmebedingungen (Kontrast, Helligkeit) 
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Die folgende Abbildung zeigt schematisch den Aufbau des LSM 410 invert: 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abb. 2.1: Schematische Darstellung der Hauptkomponenten des Laser-Scan-Mikroskopes 
LSM 410 invert der Firma Carl Zeiss Microscope Systems, Oberkochen, Germany. (nach: 
Gebrauchsanweisung zum LSM 410 invert, 1/93). 
 
 
1 Axiovert-Mikroskop 
2 Scanningtisch 
3 Scannereinheit 
4 Detektoreinheit mit Polarisatoren, Farbteilern, variablen Blenden, Emissions-
filter und Photomultiplier 
5 Einheit zur Einkopplung der externen Lasers incl. Selektionsfilter, Neutralfilter, 
Strahlvereiniger 
6 Externer Laser 
7 Systemgrundplatte 
8 Computer-Maus 
9 Tastatur 
10 Bedienmonitor (14 Zoll) 
11 Hochauflösender Bildmonitor (16 Zoll) 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Expressionsmuster von Integrinen auf HUVEC in Abhängigkeit von der 
extrazellulären Matrix 
HUVEC werden auf unterschiedlich vorbeschichtete Objektträger ausgesät. Es wird 
die Expression der Integrinketten α5, αv, β1 und β3 nach 1, 4 und 8 Stunden auf Fibro-
nektin und Vitronektin verglichen. 
 
Bei der Beurteilung der Zahl der ausgesäten Zellen fällt auf, dass unter insgesamt 
gleichen Bedingungen die Adhäsion von HUVEC auf Fibronektin besser ist als auf 
Vitronektin. Von den ursprünglich in gleicher Zahl eingebrachten Zellen bleibt eine 
größere Anzahl mit entsprechend höherer Konfluenz auf den Objektträgern haften. 
 
Die β1-Kette (Bestandteil des Fibronektin-Rezeptors α5β1, CD29) lässt sich vor allem 
bei den Zellen auf fibronektinbeschichteten Objektträgern sehr deutlich anfärben. Es 
zeigt sich eine charakteristische Anordnung der Moleküle über die gesamte Zelle 
verteilt und in Form von feinen „Strichen“ angeordnet. Diese „Striche“ entsprechen 
den Focal Adhesions. Sie liegen häufig parallel zueinander und auch parallel zur 
Längsausdehnung der HUVEC und setzen sich in die Ausläufer der Zellen fort. Auch 
bei der Anfärbung der α5-Kette (CD49e) lässt sich dieses Expressionsmuster wieder-
finden. Insgesamt ist die Färbung mit CD49e deutlich schwächer ausgeprägt als mit 
CD29. 
 
Anders sieht es bei der Darstellung der Ketten des Vitronektin-Rezeptors, αv (CD51) 
und β3 (CD61), bei Zellen auf Fibronektin aus. In gleichen Versuchsansätzen ist die 
Anzahl der Focal Adhesions verglichen mit den α5- und β1-Ketten insgesamt kleiner. 
Der Vitronektin-Rezeptor wird in geringerer Menge exprimiert. In der Zelle fallen 
einzelne, ungleichmäßig verteilte, punktförmige Signalverdichtungen an den Zell-
rändern auf. Diese werden aber nicht bei der Mehrzahl der Zellen gefunden 
(Abb. 3.1). 
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A: CD29, Fibronektin B: CD61, Fibronektin 
 
 
 
 
C: CD29, Fibronektin (2,3fach) D: CD61, Fibronektin (2,1fach) 
 
Abb. 3.1: Dargestellt ist die Anfärbung von CD29 und CD61 in HUVEC auf Fibro-
nektin-beschichteten Objektträgern. Bei C und D handelt es sich um Zoom-Auf-
nahmen. Morphologisch sieht man polygonale, ausgebreitete Zellen mit vielen 
Ausläufern. Bei der Darstellung von CD29 fallen feine „Striche“ entsprechend der 
Focal Adhesions auf, die über die gesamte Zelle verteilt sind und sich in die Aus-
läufer fortsetzen. CD61 wird in geringerer Menge exprimiert und man findet nur 
unregelmäßig an einzelnen Stellen der Zelle punktförmige Signale (Zeiss Laser-
Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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Bei den auf Vitronektin kultivierten Zellen ist das Verhalten der Rezeptorverteilung 
entgegengesetzt. Die Anfärbung der Integrinketten des Vitronektin-Rezeptors lässt 
bei HUVEC auf Vitronektin eine typische Anordnung erkennen. Die Gesamtmenge 
exprimierter β3-Ketten in HUVEC auf Vitronektin ist verglichen mit β1-Ketten in 
HUVEC auf Fibronektin aber geringer. Für CD61 und CD51 findet man neben einer 
homogenen Färbung der gesamten Zelle eine Verstärkung der Signale in der Zell-
peripherie entsprechend den Focal Adhesions. Die jeweils angefärbten Moleküle sind 
in rundlichen, eher plumpen Formationen, die vor allem terminal in den Ausläufern 
der Zellen liegen, konzentriert. Dieses Muster ist bei der Färbung der β3-Kette mit 
CD61 deutlicher zu finden, als bei der Färbung der αv-Kette mit CD51 (Abb. 3.2). Bei 
der Anfärbung von β1-Ketten und α5-Ketten lassen sich in HUVEC auf Vitronektin im 
Gegensatz zur Fibronektin-Beschichtung die streifigen Focal Adhesions nur in sehr 
geringem Ausmaß erkennen. Dabei nehmen die Zahl dieser Formationen und die 
Gesamtintensität der Signale mit Dauer der Inkubation in HSA-Medium jedoch zu. 
Plumpe, punktförmige Signalanreicherungen an den Zellrändern finden sich bei der 
Anfärbung mit CD29-Antikörpern und CD49e-Antikörpern auf Vitronektin nicht (Abb. 
3.2). 
 
3.2 Einfluss von Fibrin 
Endothelzellen werden auf Fibronektin und Vitronektin ausgesät. Nach Adhäsion wird 
ein Fibringerinnsel über die Zellen geschichtet. Nach 1, 4 und 8 Stunden erfolgt die 
Fixierung der Zellen und im Anschluss die Anfärbung der Integrinketten α5, αv, β1 und 
β3. 
 
Schichtet man das unmittelbar zuvor durch Thrombin aktivierte Fibrinogen über die 
Endothelzellen, so bildet sich nach kurzer Zeit ein Fibringerinnsel. Man erkennt es 
daran, dass die Flüssigkeit leicht trüb wird und Bewegungen des Objektträgers nicht 
mehr folgt. Durch Adhäsionskräfte in der Kunststoffkammer ist der Clot am Rand 
etwas dicker als in der Mitte. Eine ausreichende Menge an Fibrinogen und Thrombin 
in HSA-Medium stellt einen direkten Kontakt aller Zellen mit Fibrin sicher. Bei dem 
Großteil der Versuche wird der Clot vor Fixierung der Zellen mit einer Pipettenspitze 
aus der Kammer entfernt. Er soll zu diesem Zeitpunkt eine relativ feste Konsistenz 
besitzen und sich komplett ablösen. 
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A: CD61, Vitronektin, 1 h B: CD61, Vitronektin, 8 h 
 
 
 
 
C: CD29, Vitronektin, 1 h D: CD29, Vitronektin, 8 h 
 
Abb. 3.2: Dargestellt ist die Anfärbung von CD61 und CD29 von HUVEC auf 
Vitronektin-beschichteten Objektträgern zu den Zeitpunkten 1 h und 8 h. Im Pha-
senkontrast sieht man polygonale, ausgebreitete Zellen mit vielen Ausläufern. 
Bei Färbung gegen CD61 erkennt man nach 1 h und nach 8 h die Focal 
Adhesions als Signalverstärkungen am Rande der Zellausläufer mit rundlich-
plumper Form. Die Anfärbung von CD29 zeigt nach 1 h zunächst ein diffuses 
Muster mit wenigen Focal Adhesions. Nach 8 h erkennt man eine Anordnung der 
Integrinketten zu feinen Focal Adhesions über die gesamte Fläche der Zelle 
(Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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3.2.1 Clot-Beschaffenheit in Abhängigkeit von der Beschichtung 
In unseren Versuchen fällt ein unterschiedliches Clot-Verhalten in Abhängigkeit von 
der Beschichtung der Objektträger auf. Der Clot über den Zellen auf Fibronektin zeigt 
die beschriebenen Eigenschaften. Er hat eine gelartige Konsistenz und lässt sich mit 
der Pipettenspitze komplett abziehen. Bei der Kontrolle der Zellen unter dem 
Mikroskop erkennt man nur eine geringe Minderung der Zellzahl. Deutlich anders 
sind die Eigenschaften des Clot über HUVEC auf Vitronektin. Während sich das 
Gerinnsel in der ersten Phase nach Auftragen nicht von dem anderen unterscheidet, 
erkennt man bereits nach einer Stunde, dass der Clot viel flüssiger geworden ist. Er 
zerfällt beim Ablösen sehr leicht und bei Ansicht der Zellen unter dem Mikroskop fällt 
auf, dass sich kaum noch Zellen auf dem Objektträger befinden. Da dieses Verhalten 
in mehreren Versuchsreihen reproduzierbar war und wir so keine ausreichenden Zell-
zahlen zur Beurteilung der Integrinverteilung zurückbehielten, haben wir in den 
späteren Versuchen auf Fibrininkubation von Zellen auf Vitronektin verzichtet. 
 
3.2.2 Änderung der Zellmorphologie nach Fibrin-Stimulation 
Beim morphologischen Vergleich der Zellen nach Fibrininkubation erkennt man 
sowohl auf Fibronektin als auch auf Vitronektin eine deutliche Schrumpfung der 
Zellen. Ohne Fibrinstimulation haben die HUVEC eine typische polygonale Form und 
man hat den Eindruck einer flächigen Ausbreitung mit vielen, spitzen Zellausläufern. 
Unter Einfluss von Fibrin nimmt die Anzahl dieser Ausläufer zunächst ab. Die Zellen 
wirken abgerundet und die Interzellularräume werden breiter. Dieser Effekt ist bereits 
nach einer Stunde sichtbar und nach vier Stunden noch deutlicher ausgeprägt. Nach 
acht Stunden Stimulation lässt die Abrundung wieder etwas nach und man findet 
mehr ausgebreitete Zellen. Dabei liegt die Anzahl der Zellausläufer aber noch unter 
der von unstimulierten HUVEC. 
 
3.2.3 Umverteilung der Integrine nach Fibrin-Stimulation 
Bei den HUVEC auf Fibronektin erkennt man neben den Formveränderungen eine 
Umverteilung der angefärbten β1-Integrinketten nach Stimulation mit einem Fibrinclot. 
Im Vergleich mit den nicht-stimulierten Zellen findet man nach einer Stunde eine Ver-
dichtung der Fluoreszenzsignale im Zytoplasma. Die feinen, strichförmigen Focal 
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Adhesions sind weniger intensiv angefärbt aber noch erkennbar. Nach vier Stunden 
ist von diesen Focal Adhesions nichts mehr zu sehen. Im Zytoplasma der Zellen 
finden wir eine dichte Anhäufung von Fluoreszenzsignalen. Dabei ist jedes einzelne 
Signal punktförmig ausgebildet. Nach acht Stunden erkennt man in einem Teil der 
Zellen wieder die Ausbildung feiner fokaler Kontakte im Bereich der Zellperipherie. 
Gleichzeitig findet man aber auch noch Zellen mit einer intrazytoplasmatischen 
Signalverstärkung (Abb. 3.3). 
 
Bei der Anfärbung der β3-Kette nach Fibrinstimulation von Zellen auf Fibronektin 
sieht man neben den morphologischen Veränderungen (Abrundung, Größenab-
nahme) nach einer Stunde im Bereich der Zellausläufer feine Signalverdichtungen. 
Nach acht Stunden erkennt man eine leichte Abnahme der Signale am Rande der 
Zellen und eine etwas stärkere Anfärbung im Bereich des Zytoplasmas. Im Vergleich 
findet man bei einzelnen Versuchsreihen eine Zunahme der Gesamtfluoreszenz, d.h. 
eine vermehrte Expression der β3-Ketten unter Fibrineinfluss (Abb. 3.4). 
 
Bei den sehr wenigen verbliebenen Zellen auf Vitronektin kann die Integrinverteilung 
von CD29 und CD61 nach Fibrinkontakt nur bei einzelnen Zellen beurteilt werden. 
Nach der Stimulation erkennt man für die β1-Ketten einzelne, punktförmige Signale 
im Bereich des Zytoplasmas. Eine Veränderung im Gegensatz zu unstimulierten 
Zellen ist nicht zu erkennen. Nach Anfärbung der β3-Kette findet man ähnliche 
Signalverdichtungen an den Zellrändern wie bei den Zellen ohne Fibrinstimulation. 
Es handelt sich jedoch nur um einzelne Zellen, daher ist eine generelle Aussage 
nicht möglich (Abb. 3.5). 
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A: CD29, Fn, HSA-Medium 1 h B: CD29, Fn, Fibrin 1 h 
 
 
C: CD29, Fn, HSA-Medium 1 h D: CD29, Fn, Fibrin 1 h 
 
 
E: CD29, Fn, Fibrin 4 h F: CD29, Fn, Fibrin 8 h 
 
Abb. 3.3: Dargestellt sind HUVEC auf Fibronektin (Fn) nach Anfärbung von 
CD29. Bild A und C zeigen unstimulierte Zellen mit einem feinen "Strichmuster" 
entsprechend der Focal Adhesions. Bild B und D zeigen Zellen nach 1 h Fibrin-
Inkubation. Man erkennt eine stärkere Zytoplasma-Färbung und eine Abrundung 
der Zellen. Bild E zeigt Zellen nach 4 h Fibrininkubation mit paranukleären 
Signalanreicherungen. Auf Bild F erkennt man, dass die Integrinketten nach 8 h 
wieder beginnen, sich zu Focal Adhesions zu sammeln. Morphologisch nehmen 
Zellgröße und -ausbreitung nach 1 und 4 h ab, nach 8 h beginnen die Zellen, sich 
wieder auszubreiten (Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410,Vergrößerung 630x). 
 3 Ergebnisse 
 32
 
A: CD61, Fibronektin, Fibrin 1 h B: CD61, Fibronektin, Fibrin 8 h 
 
Abb. 3.4: Dargestellt ist die CD61 Anfärbung von HUVEC auf Fibronektin nach 
Stimulation mit einem Fibrinclot für 1 und 8 h. Man sieht eine Abrundung und 
Größenabnahme der Zellen nach 1 h. Nach 8 h haben die Zellen wieder 
begonnen, sich auszubreiten. Man findet nach 1 h feine Signalverdichtungen im 
Bereich der Zellausläufer und nach 8 h eine Zunahme der Gesamtintensität 
sowie eine leichte Zunahme der punktförmigen Signale im Bereich des Zyto-
plasmas (Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
 
 
 
 
 
A: CD29, Vitronektin, Fibrin 1 h B: CD61, Vitronektin, Fibrin 1 h 
 
Abb. 3.5: Gezeigt werden einzelne verbliebene HUVEC auf Vitronektin nach 
Fibrinstimulation für 1 h. Die Färbung erfolgte gegen CD29 und CD61. Für CD29 
erkennt man einzelne punktförmige Anreicherungen im Zytoplasma. Bei Färbung 
gegen CD61 liegen einzelne, punktförmige Focal Adhesions im Bereich der Zell-
ausläufer (Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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3.3 Einfluss von Forskolin 
HUVEC werden auf Fibronektin und Vitronektin ausgesät. Nach Adhäsion werden die 
Zellen mit Forskolin in HSA-Medium zuerst für zwei Stunden vorstimuliert. Im 
Anschluss werden sie für eine bzw. acht weitere Stunden mit Forskolin stimuliert. 
Angefärbt werden die β1-Ketten (CD29) und die β3-Ketten (CD61) der Integrine. 
 
Vergleicht man unstimulierte und Forskolin-stimulierte HUVEC hinsichtlich ihrer Form 
und ihrer Konfluenz, so findet man keine Unterschiede. Unter Einfluss von Forskolin 
erkennt man nach einer Stunde bei Zellen auf Fibronektin eine Zunahme der 
Fluoreszenzsignale für CD29 im Zytoplasma. Die feinen strichförmigen Focal 
Adhesions sind weiterhin über die Zelle und ihre Ausläufer verteilt, jedoch besteht der 
Eindruck, dass sich rund um den Zellkern vermehrt β1-Rezeptormoleküle sammeln. 
Nach acht Stunden zeigen unstimulierte und Forskolin-stimulierte Zellen wieder ein 
gleichartiges Verteilungsmuster. Die Ansammlung der CD29-Signale in der Zellmitte 
durch Forskolin ist aufgehoben. Für die β3-Ketten von HUVEC auf Vitronektin findet 
man nach einer Stunde ein gleiches Verhalten. Typischerweise erkennt man 
rundliche Focal Adhesions im Bereich der terminalen Zellausläufer. Nach Stimulation 
mit Forskolin sieht man auch hier eine zusätzliche Signalzunahme im Zentrum der 
Zellen. Die Färbung der Zellen auf Vitronektin nach acht Stunden Forskolin-
Stimulation zeigt ein sehr kontrastarmes Bild. Nach einer Nachbearbeitung mit dem 
Laser-Scan-Mikroskop (Kontrastverstärkung) lässt sich eine homogene Verteilung 
der Signale mit Verstärkung in den Enden der Zellausläufer erkennen. Eine para-
nukleäre Anreicherung besteht nicht mehr (Abb. 3.6). 
 
Die Anfärbung der β3-Ketten von Zellen auf Fibronektin sowie die Färbung der β1-
Ketten von Zellen auf Vitronektin zeigt keine spezielle Verteilung der Signale. Beide 
Rezeptoren sind auf dem ihnen entgegengesetzten Matrixprotein auch nach 
Stimulation mit Forskolin nur schwach angefärbt. Vergleicht man die β1-Ketten in 
Zellen auf Vitronektin nach einer und nach acht Stunden, erkennt man nach acht 
Stunden ähnlich wie bei den Versuchen ohne Stimulation eine leichte Zunahme der 
Gesamtintensität nach Anfärbung mit CD29. Es werden jedoch keine Focal 
Adhesions ausgebildet (keine Abbildung). 
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A: CD29, Fn, HSA-Medium 1 h B: CD29, Fn, Forskolin 1 h 
 
 
C: CD29, Fn, HSA-Medium 8 h D: CD29, Fn, Forskolin 8 h 
 
 
E: CD61, Vn, HSA-Medium 1 h F: CD61, Vn, Forskolin 1 h 
 
Abb. 3.6: Die Bilder A bis D zeigen HUVEC auf Fibronektin (Fn) nach Anfärbung 
von CD29. Die Bilder E und F zeigen HUVEC auf Vitronektin (Vn) nach An-
färbung von CD61. Links sind jeweils unstimulierte Zellen dargestellt, rechts sieht 
man im Vergleich Zellen nach Forskolinstimulation über 1 bzw. 8 h. Nach einer 
Stunde sieht man sowohl für CD29 auf Fibronektin als auch für CD61 auf Vitro-
nektin eine Verdichtung der Signale im Zytoplasma. Für CD29 auf Fn ist diese 
nach 8 h wieder aufgehoben. Vergleichsbilder für CD61 in Zellen auf Vn liegen 
nicht vor (Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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3.4 Einfluss von Forskolin und Fibrin 
HUVEC werden auf Fibronektin und Vitronektin ausgesät. Nach Adhäsion erfolgt eine 
zweistündige Vorstimulation mit Forskolin. Im Anschluss werden die Zellen für eine 
und acht Stunden gleichzeitig mit Fibrin und Forskolin stimuliert. Die Färbung erfolgt 
gegen die β1- und die β3-Kette der Integrine. 
 
Betrachtet man die Morphologie der Endothelzellen, so erkennt man, dass es unter 
Fibrineinfluss zu einer Zellschrumpfung kommt. Allerdings ist diese nach einer 
Stunde noch gering ausgeprägt. Nach acht Stunden findet man deutlich abgerundete 
und ausgebreitete Endothelzellen nebeneinander. Im Gegensatz zu der alleinigen 
Forskolin-Stimulation erkennt man in diesem Versuch nach einer Stunde noch keine 
deutliche Ansammlung der CD29-Signale im Zentrum von HUVEC auf Fibronektin. 
Nach acht Stunden zeigt sich vor allem in den stärker formveränderten Zellen eine 
paranukleäre Ansammlung der Fluoreszenzsignale. Ausgebreitete Zellen zeigen eine 
Anordnung der angefärbten β1-Integrinketten zu feinen Adhesion Plaques (Abb. 3.7). 
Die Anfärbung der β3-Ketten bei HUVEC auf Fibronektin ist erneut nur sehr schwach 
ausgeprägt. Eine spezifische Verteilung der Moleküle liegt nicht vor (keine 
Abbildung). 
 
3.5 Einfluss von PMA 
HUVEC werden auf Fibronektin und Vitronektin ausgesät. Nach Adhäsion der Zellen 
erfolgt zunächst eine zweistündige Vorstimulation mit PMA, im Anschluss eine 
weitere PMA-Stimulation für 1, 4 und 8 Stunden. Es werden die Integrinketten αv, α5, 
β1 und β3 angefärbt. 
 
Bei Anfärbung der α5- und β1-Ketten (CD49e und CD29) erkennt man bei Zellen auf 
Fibronektin keinen Unterschied zwischen stimulierten und nicht-stimulierten Zellen in 
der Verteilung der Signale. Wir finden das bereits mehrfach beschriebene Muster mit 
feinen, nadelförmigen Focal Adhesion Plaques über der ganzen Zelle verteilt. 
Vergleicht man die Intensität der Fluoreszenz bei Zellen der gleichen Versuchsreihe, 
so fällt unter PMA-Stimulation eine stärkere Fluoreszenz nach vier und acht Stunden 
auf, d.h. es werden insgesamt mehr Integrinketten exprimiert. Färbt man gegen die 
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A: CD29, Fn, Forskolin/Fibrin 1 h B: CD29, Fn, Forskolin/Fibrin 8h 
 
Abb. 3.7: Dargestellt sind HUVEC auf Fibronektin (Fn) nach Anfärbung der β1-
Ketten. Die Zellen wurden zunächst 2 h mit Forskolin vorstimuliert, im weiteren 
Verlauf für 1 und 8 h mit Forskolin und einem Fibrinclot stimuliert. Man erkennt 
nach 1 h eine leichte Schrumpfung einzelner Zellen und die typische Anordnung 
der Moleküle zu feinen Focal Adhesions. Nach 8 h liegen abgerundete und aus-
gebreitete Zellen nebeneinander. In den rundlichen Zellen sieht man eine An-
häufung der Integrinketten im Zentrum der Zellen (Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 
410, Vergrößerung 630x). 
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β3-Kette, so zeigt sich bei Zellen auf Fibronektin ein völlig neuartiges Verteilungs-
muster nach Stimulation mit PMA. Während nach einer Stunde sowohl ohne 
Stimulation als auch mit PMA nur einzelne punktförmige Signale erscheinen, finden 
sich nach vier Stunden in den PMA-stimulierten Zellen viele neuartige Signal-
verdichtungen. Diese sind fleck- bis strichförmig zu Focal Adhesions zusammen-
gelagert. Eine Ausrichtung der einzelnen Adhesion Plaques erkennt man nicht, sie 
wirken eher ungeordnet. Nach acht Stunden haben die Signale eine zunehmend 
nadelförmige Struktur, sind vermehrt parallel der Längsachse der Endothelzellen 
ausgerichtet und ähneln in Form und Verteilung sehr stark den Focal Adhesions, die 
wir für CD29 bei HUVEC auf Fibronektin kennen. Bei der Färbung gegen die αv-Kette 
sieht man nach einer und vier Stunden Stimulation den gleichen Effekt, allerdings ist 
die Färbung nach acht Stunden sehr schwach und zeigt kein so ausgeprägtes Strich-
muster (Abb. 3.8 und 3.9). 
 
Bei HUVEC auf Vitronektin sieht man unter PMA-Einfluss einen ähnlichen Effekt. Die 
β1- und α5-Ketten zeigen nach einer und nach vier Stunden weiterhin ein relativ un-
regelmäßiges, punktförmiges Verteilungsmuster. Nach acht Stunden erkennt man 
auch hier bei einigen Zellen eine beginnende Organisation zu feinen Focal 
Adhesions im Zytoplasma. Färbt man gegen die αv- und die β3-Kette, so sieht man 
nach einer Stunde noch keinen Unterschied zwischen unstimulierten und stimulierten 
Zellen. Wir finden typische, rundliche Adhesion Plaques in der Zellperipherie. Nach 
vier Stunden sehen wir eine Zunahme der Gesamtmenge der Fluoreszenzsignale 
zunächst über der gesamten Zelle. Nach acht Stunden erkennt man neben den 
typischen peripheren Anhäufungen zusätzlich Signalverdichtungen über das Zyto-
plasma der Zelle verteilt. Diese sind punktförmig und unterscheiden sich somit in 
ihrer Form von den nadelförmigen Strukturen, die wir für CD61 bei HUVEC auf Fibro-
nektin unter PMA-Einfluss gefunden haben (Abb. 3.10, vergl. Abb. 3.9). 
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A: CD29, Fn, PMA 1 h B: CD61, Fn, PMA 1 h 
 
 
C: CD29, Fn, PMA 4 h D: CD61, Fn, PMA 4 h 
 
 
E: CD29, Fn, PMA 8 h F: CD61, Fn, PMA 8 h 
 
Abb. 3.8: Dargestellt sind HUVEC auf Fibronektin (Fn) nach Anfärbung mit CD29 
und CD61. Die Zellen wurden nach zweistündiger PMA-Vorstimulation für 1, 4 
und 8 h mit PMA stimuliert. Für CD29 erkennt man typische Focal Adhesions als 
feine Striche über der gesamten Zelle. Für CD61 sieht man nach 1 h noch keine 
deutliche Veränderung verglichen mit unstimulierten Zellen (vergl. Abb. 3.1). 
Nach 4 h finden sich ungeordnete, fleckförmige Signalverdichtungen, die sich 
nach 8 h ähnlich nadelförmig wie bei CD29 darstellen (Zeiss Laser-Scan-
Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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A: CD29, Fn, HSA-Medium 8 h B: CD61, Fn, HSA-Medium 8 h 
 
 
 
 
C: CD29, Fn, PMA 8 h D: CD61, Fn, PMA 8 h 
 
Abb. 3.9: Dargestellt sind HUVEC auf Fibronektin nach Anfärbung mit CD29 und 
CD61. Es werden Zellen ohne Stimulation und Zellen nach 8-stündiger PMA-
Stimulation verglichen. Für beide Integrinketten sieht man eine vermehrte 
Expression nach PMA-Stimulation. Dieser Effekt tritt für CD61 deutlicher auf als 
für CD29. Für die β3-Kette fällt außerdem die neuartige Signalverteilung nach 
PMA-Stimulation auf. Es finden sich strichförmige Focal Adhesions über der 
gesamten Zelle verteilt. Das Bild ähnelt der Verteilung der β1-Ketten auf Fibro-
nektin (Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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A: CD29, Vn, PMA 1 h B: CD61, Vn, PMA 1 h 
 
 
 
 
C: CD29, Vn, PMA 8 h D: CD61, Vn, PMA 8 h 
 
Abb. 3.10: Dargestellt sind HUVEC auf Vitronektin (Vn) nach Anfärbung der β1-
Kette und der β3-Kette nach PMA-Stimulation für 1 h und für 8 h. Die β1-Kette ist 
nach 1 h unregelmäßig in punktförmigen Anreicherungen im Zytoplasma verteilt, 
nach 8 h sieht man eine beginnende Anordnung zu strichförmigen Strukturen. 
Die β3-Kette zeigt nach 1 h Stimulation eine Verteilung wie bei unstimulierten 
Zellen, d.h. es finden sich rundliche Focal Adhesions in der Zellperipherie. Nach 
8 h sieht man zunehmend punktförmige Signale über der gesamten Zelle verteilt 
(vergl. Abb. 3.2), (Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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3.6 Einfluss von PMA und Fibrin 
HUVEC werden auf Fibronektin ausgesät und zwei Stunden mit PMA vorstimuliert. 
Nach weiterer Stimulation mit PMA und einem Fibrinclot über 1, 4 und 8 Stunden 
werden die Integrinketten αv, α5, β1 und β3 angefärbt. 
 
Im morphologischen Vergleich fällt bei allen Versuchen auf, dass die beschriebene 
Schrumpfung und Abrundung der Endothelzellen unter Fibrineinfluss durch die 
gleichzeitige PMA-Stimulation nahezu aufgehoben wird. Zu allen gewählten Zeit-
punkten finden wir trotz Cloteinfluss polygonal geformte HUVEC mit vielen, feinen 
Zellausläufern in ausgebreiteter Form. 
 
Die Anfärbung der β1-Ketten zeigt zu allen Zeitpunkten ihr typisches Färbemuster mit 
stärker ausgeprägter Intensität im Vergleich zu unstimulierten Zellen. Man erkennt 
die Focal Adhesions als feine, nadelförmige Signalverdichtungen in paralleler Aus-
richtung und nur in einzelnen Zellen fallen nach vier Stunden PMA- und Fibrin-
stimulation vermehrte Signale im Zytoplasma auf (Abb. 3.11). 
 
Auch bei Färbung der β3-Ketten sieht man eine Zunahme der Gesamtfluoreszenz als 
Zeichen einer vermehrten Ausbildung fokaler Kontakte. Schon nach einer 
Stimulationszeit von einer Stunde haben sich in den Zellen sowohl im Zytoplasma als 
auch im Bereich der Zellausläufer feine, nadelförmige Focal Adhesions ausgebildet, 
die dem Bild der Färbung mit CD29 ähneln. Nach vier und acht Stunden sieht man 
weiterhin ein feines „Strichmuster“. Vergleiche der Signalintensität zu den einzelnen 
Zeitpunkten ergeben nur minimale Unterschiede (Abb. 3.12). Es wurde in dieser 
Versuchsreihe auch die jeweilige α-Kette des Fibronektin- und Vitronektin-Rezeptors 
angefärbt. Die Färbungen mit den entsprechenden Antikörpern CD49e und CD51 
sind insgesamt schwach ausgeprägt, lassen aber ein ähnliches Verteilungsmuster 
wie die entsprechende β-Kette erkennen. 
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A: CD29, Fn, Fibrin 1 h B: CD29, Fn, Fibrin/PMA 1 h 
 
 
C: CD29, Fn, Fibrin 4 h D: CD29, Fn, Fibrin/PMA 4 h 
 
 
E: CD29, Fn, Fibrin 8 h F: CD29, Fn, Fibrin/PMA 8 h 
 
Abb. 3.11: Die Abbildung zeigt HUVEC auf Fibronektin (Fn) nach Anfärbung der 
β1-Kette. Die Zellen wurden über 1, 4 und 8 h mit einem Fibrinclot bzw. gleich-
zeitig mit PMA und einem Fibrinclot stimuliert. Nach Doppelstimulation erkennt 
man ein Fehlen der Zellschrumpfung zu allen Zeitpunkten. Die Integrinketten sind 
nach Doppelstimulation unverändert in feinen Adhesion Plaques angeordnet. Die 
für Fibrin typische Umverteilung der Moleküle in die Zellmitte findet nicht statt 
(Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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A: CD61, Fn, Fibrin 1 h B: CD61, Fn, Fibrin/PMA 1 h 
 
 
C: CD61, Fn, Fibrin 4 h D: CD61, Fn, Fibrin/PMA 4 h 
 
 
E: CD61, Fn, Fibrin 8 h F: CD61, Fn, Fibrin/PMA 8 h 
 
Abb. 3.12: Dargestellt sind HUVEC auf Fibronektin (Fn) nach Anfärbung der β3-
Kette (CD61). Die Zellen wurden über 1, 4 und 8 h mit einem Fibrinclot bzw. 
gleichzeitig mit PMA und einem Fibrinclot stimuliert. Nach Doppelstimulation 
sieht man eine deutliche Zunahme von Fluoreszenzsignalen in Form von feinen, 
nadelförmigen Strukturen zu allen Zeiten. Diese entsprechen den Focal Adhesion 
Plaques. Außerdem fehlt die Fibrin-induzierte Schrumpfung und Abrundung der 
Zellen (Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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3.7 Einfluss von BFGF 
HUVEC werden auf Fibronektin ausgesät und zunächst für vier Stunden mit BFGF 
vorstimuliert. Im Anschluss wird die Stimulation mit BFGF für 1, 4 und 8 Stunden fort-
gesetzt. Es werden die Integrinketten β1 und β3 angefärbt. 
 
Beim morphologischen Vergleich der Zellen fällt auf, dass bei allen Ansätzen mit 
BFGF-Stimulation die Zellen eine hohe Konfluenz ausweisen. Es scheint, dass sich 
während der Versuche insgesamt weniger Zellen von den beschichteten Objekt-
trägern gelöst haben. Zellform und Zellgröße haben sich durch die BFGF-Stimulation 
nicht verändert. Wir finden polygonale, gut ausgebreitete HUVEC. 
 
Vergleicht man die Expression der β1-Ketten, so lassen sich keine Unterschiede 
zwischen stimulierten und unstimulierten Zellen erkennen. Die Signale sind zu feinen, 
nadelförmigen Focal Adhesions angeordnet und finden sich über die gesamte Zelle 
verteilt. Bei Anfärbung der β3-Ketten erkennt man nach vier Stunden in den BFGF-
stimulierten Zellen vereinzelte feine Signalverdichtungen in den Randbereichen der 
Zelle, die sich bei unstimulierten Zellen in der Form nicht nachweisen lassen. 
Außerdem nimmt die Gesamtintensität der Fluoreszenz als Zeichen einer vermehrten 
Rezeptorexpression in den stimulierten Zellen leicht zu. Nach acht Stunden sieht 
man keinen Unterschied mehr in der Gesamtintensität der Signale. In den 
stimulierten Zellen sieht man aber weiterhin vermehrte punkt- bis strichförmige 
Fluoreszenzanreicherungen in der Zellperipherie (Abb. 3.13). 
 
3.8 Einfluss von BFGF und Fibrin 
Endothelzellen werden auf Fibronektin ausgesät. Nach einer vierstündigen Vor-
stimulation mit BFGF werden die HUVEC für 1, 4 und 8 Stunden mit einem Fibrinclot 
und BFGF stimuliert. Die Anfärbung erfolgt gegen die β1- und die β3-Ketten der 
Integrine. 
 
Bei dieser Versuchsreihe fällt auf, dass insgesamt nur relativ wenige Zellen auf den 
Objektträgern verblieben sind. Dabei erkennt man aber unter BFGF-Stimulation eine 
etwas größere Anzahl an angefärbten Zellen. Morphologisch sieht man die bereits 
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A: CD29, Fn, HSA-Medium 4 h B: CD29, Fn, BFGF 4 h 
 
 
C: CD61, Fn, HSA-Medium 4 h D: CD61, Fn, BFGF 4 h 
 
 
E: CD61, Fn, HSA-Medium 8 h F: CD61, Fn, BFGF 8 h 
 
Abb. 3.13: Gezeigt werden HUVEC auf Fibronektin (Fn) nach Färbung der β1-
und β3-Ketten. Rechts sieht man Zellen nach BFGF-Stimulation für 4 und 8 h, 
links sind die jeweiligen Kontrollen ohne Stimulation dargestellt. Man erkennt 
unter BFGF-Stimulation bei allen Versuchen eine hohe Konfluenz. Die β1-Kette 
ist bei unstimulierten Zellen in Form typischer, feiner Focal Adhesions 
angeordnet. Das Färbemuster für CD29 nach Stimulation ändert sich nicht. Nach 
4 und 8 h erkennen wir für die β3-Kette eine Zunahme der punktförmigen Signal-
anhebungen im Randbereich der Zellen, d.h. vermehrt ausgebildete Focal 
Adhesions (Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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unter Fibrineinfluss beschriebene Schrumpfung und Abrundung der Zellen nach einer 
und nach vier Stunden. Ein Unterschied zwischen alleiniger Fibrinstimulation und der 
Doppelstimulation ist nicht auszumachen. 
 
Die Signalverteilung für die β1-Ketten bleibt durch BFGF verglichen mit alleiniger 
Fibrinstimulation ebenfalls unbeeinflusst. Während nach ein- und vierstündiger Fibrin-
stimulation die Signale vermehrt zentral in der Zelle zu erkennen sind, findet nach 
acht Stunden wieder eine Umverteilung in die Zellperipherie statt. Für die β3-Ketten 
der Integrine sieht man eine vermehrte Gesamtexpression unter Fibrineinfluss. Diese 
ist unabhängig von einer zusätzlichen Stimulation mit BFGF. Man erkennt punkt-
förmige Signalverdichtungen in den peripheren Zellausläufern (Abb. 3.14). 
 
3.9 Einfluss von VEGF 
Endothelzellen werden auf Fibronektin ausgesät und nach Adhäsion für vier Stunden 
mit VEGF vorstimuliert. Im Anschluss erfolgt die Weiterstimulation mit VEGF für 1, 4 
und 8 Stunden. Es werden die β1- und die β3-Integrinketten gefärbt. 
 
Beim morphologischen Vergleich der stimulierten und unstimulierten Zellreihen 
finden sich keinerlei Unterschiede. Auch unter VEGF-Einfluss bleiben HUVEC poly-
gonal und gut ausgebreitet. Die Zelldichte wird ebenfalls nicht beeinflusst. 
 
Die Signalverteilung nach Anfärbung der β1-Ketten ist bei stimulierten und un-
stimulierten Zellen gleichartig. Wir sehen die typische feine, nadelförmige Anordnung 
der Focal Adhesion Plaques. Bei Darstellung der β3-Ketten der Integrine sehen wir 
nach einer Stunde noch keinen Unterschied zwischen stimulierten und unstimulierten 
Zellen. Nach vier Stunden fällt dann ein abweichendes Verhalten der VEGF-
stimulierten Zellen auf. Man erkennt in den Zellen vermehrt punkt- bis strichförmige, 
signalreiche Strukturen innerhalb des Zytoplasmas. Nach acht Stunden haben diese 
wieder nachgelassen (Abb. 3.15). Das Bild ähnelt dem Verhalten der Zellen nach 
BFGF-Stimulation, jedoch ist die Verteilung der Signale bei BFGF eher randbetont 
während sie bei VEGF über der gesamten Zelle verteilt liegt (vergl. Abb. 3.13). 
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A: CD29, Fn, Fibrin 4 h B: CD29, Fn, Fibrin/BFGF 4 h 
 
 
 
 
C: CD61, Fn, Fibrin 4 h D: CD61, Fn, Fibrin/BFGF 4 h 
 
Abb. 3.14: Gezeigt werden HUVEC auf Fibronektin (Fn) nach Anfärbung der β1-
Ketten und der β3-Ketten. Rechts sieht man Zellen nach 4-stündiger BFGF-Vor-
stimulation und einer Stimulation mit Fibrin und BFGF für 4 Stunden. Auf der 
linken Seite sieht man Zellen, die für 4 Stunden nur mit Fibrin stimuliert wurden. 
Im Vergleich sehen wir bei der Doppelstimulation eine höhere Zellzahl. Man 
erkennt die Fibrin-typische Zellschrumpfung und Mehrexpression von β3-Ketten. 
Das Expressionsmuster von CD29 ändert sich durch eine zusätzliche BFGF-
Stimulation verglichen mit alleiniger Fibrin-Stimulation nicht (Zeiss Laser-Scan-
Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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A: CD29, Fn, HSA-Medium 4 h B: CD29, Fn, VEGF 4 h 
 
 
C: CD61, Fn, HSA-Medium 4 h D: CD61, Fn, VEGF 4 h 
 
 
E: CD61, Fn, HSA-Medium 8 h F: CD61, Fn, VEGF 8 h 
 
Abb. 3.15: Dargestellt sind Endothelzellen auf Fibronektin (Fn) nach Anfärbung 
der β1- und β3-Ketten. Rechts sehen wir Zellen nach VEGF-Stimulation für 4 und 
8 h, links sind die jeweiligen Kontrollen ohne Stimulation dargestellt. Für CD29 
sehen wir mit und ohne Stimulation eine typische Form und Verteilung der Focal 
Adhesions. Für die β3-Kette erkennt man unter VEGF-Stimulation nach 4 h eine 
Zunahme der strichförmigen Fluoreszenzsignale. Wir sehen über einzelnen 
Zellen Focal Adhesions, die homogen über die gesamte Zelle verteilt liegen. 
Nach 8 h hat diese Zunahme und Umverteilung wieder etwas nachgelassen 
(Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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3.10 Einfluss von VEGF und Fibrin 
HUVEC werden auf Fibronektin zur Adhäsion gebracht und vier Stunden mit VEGF 
vorstimuliert. Im Anschluss werden die Zellen für 1, 4 und 8 Stunden gleichzeitig mit 
VEGF und einem Fibringerinnsel stimuliert. Die Färbung erfolgt gegen die β1- und die 
β3-Ketten der Integrine. 
 
Auch in dieser Versuchsreihe sind nach der Fibrinstimulation insgesamt nur wenige 
Zellen auf den Objektträgern verblieben. Die Anzahl dieser Zellen ist unter Einfluss 
des VEGF aber zu allen Zeiten größer. Morphologisch scheinen sich die Zellen 
während der Doppelstimulation weniger abzurunden. Nach einer Stunde erkennt man 
einige geschrumpfte Zellen mit einer vermehrten zentralen Anfärbung, nach vier und 
acht Stunden sieht man jedoch fast ausschließlich gestreckte, ausgebreitete Zellen 
von polygonaler Form. 
 
Das Färbemuster für die β1-Ketten zeigt keinen spezifischen Unterschied zwischen 
Zellen, die nur mit Fibrin stimuliert sind und solchen, die mit Fibrin und VEGF 
stimuliert sind. Für die β3-Kette sehen wir unter Fibrineinfluss eine Vermehrung der 
Signale im Bereich der Zellperipherie. Bei der gleichzeitigen VEGF-Stimulation 
erkennt man, dass diese Zunahme noch etwas stärker ausgeprägt ist. Der Unter-
schied ist aber insgesamt nur gering (Abb. 3.16). 
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A: CD29, Fn, Fibrin 1 h B: CD29, Fn, Fibrin/VEGF 1 h 
 
 
C: CD61, Fn, Fibrin 1 h D: CD61, Fn, Fibrin/VEGF 1 h 
 
 
E: CD61, Fn, Fibrin 8 h F: CD61, Fn, Fibrin/VEGF 8 h 
 
Abb. 3.16: Dargestellt sind HUVEC auf Fibronektin (Fn) nach Anfärbung der β1-
Ketten und der β3-Ketten der Integrine. Auf der rechten Seite sehen wir Zellen 
nach gleichzeitiger Stimulation mit Fibrin und VEGF für 1 und 8 h. Links sehen 
wir zum Vergleich Zellen nach alleiniger Fibrinstimulation für 1 und 8 h. Man 
sieht, dass unter VEGF mehr Zellen auf den Objektträgern verbleiben. Die Ab-
rundung der Zellen ist geringer ausgeprägt. Das Verteilungsmuster von CD29 
wird durch die Doppelstimulation verglichen mit Fibrin alleine nicht beeinflusst. 
Die Zunahme der Expression der β3-Kette unter Fibrin wird durch VEGF gering-
fügig verstärkt (Zeiss Laser-Scan-Mikroskop 410, Vergrößerung 630x). 
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4 Diskussion 
 
4.1 Die Integrinverteilung auf HUVEC wird von der Matrix bestimmt 
Werden Endothelzellen auf eine Matrix ausgesät, so erkennen sie deren Proteine 
und adhärieren über Integrine an diese Substanzen. Es kommt zur Ausbildung 
fokaler Kontakte. In Abhängigkeit vom angebotenen adhäsiven Protein werden in der 
Zellmembran unterschiedliche Focal Adhesions ausgebildet. Das kann in dieser 
Arbeit beispielhaft für die Matrixproteine Fibronektin und Vitronektin gezeigt werden. 
 
Vor Aussaat findet man in einer Endothelzellsuspension vereinzelte, abgerundete 
Zellen. Nach Aufbringen auf einen beschichteten Objektträger liegen diese Zellen 
zunächst auch noch einzeln vor. Innerhalb von 30 Minuten flachen sie sich ab und 
erst nach zwei Stunden liegen die Endothelzellen vollständig ausgebreitet in ihrer 
typischen polygonalen Form vor. Auch die Ausbildung von Focal Adhesions ist erst 
nach dieser Zeit abgeschlossen [Dejana, 1988]. 
 
Wir haben HUVEC 24 Stunden nach Aussaat untersucht. Vor Anfärbung der 
Integrine wurden die Zellen für 1, 4 und 8 Stunden aus einem serumhaltigen in ein 
serumfreies Medium überführt, welchem als Aminosäurequelle humanes Albumin 
zugesetzt wurde. Da diese Albuminlösung einen Reinheitsgrad von mind. 95 % hat, 
können noch Spuren anderer Serumproteine (z.B. Fibronektin) enthalten sein. 
 
Vergleicht man nach Aussaat einer identischen Zellmenge die Zelldichte auf den 
beiden unterschiedlichen Matrixproteinen, so erkennt man einen deutlich dichteren 
Zellrasen auf Fibronektin als auf Vitronektin. In der einzelnen Zelle ist die Menge der 
angefärbten Fibronektin-Rezeptoren bei Zellen auf Fibronektin deutlich höher als die 
Zahl der Vitronektin-Rezeptoren bei Zellen auf Vitronektin (siehe Abb. 3.1 und 3.2). 
 
Bei Fibronektin handelt es sich um ein Matrixprotein, welches nahezu ubiquitär 
vorkommt und welches auch von der Endothelzelle selber produziert und in den 
Extrazellulärraum abgegeben wird. Es wird als wichtigstes adhäsives Protein 
vaskulärer Basalmembranen angesehen [Cheng, 1991]. Vitronektin hingegen wird im 
Organismus in weniger Geweben gebildet und auch vom Endothel wird es nur in 
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geringen Mengen produziert. Eine unstimulierte Endothelzelle verfügt über eine 
größere Anzahl von Fibronektin-Rezeptoren. Der Vitronektin-Rezeptor dient nicht der 
primären Adhäsion, sondern wird erst im Bedarfsfall, d.h. nach Kontakt zu einem 
seiner Matrixproteine zur Zellperipherie transferiert bzw. neu produziert. Im Ruhe-
zustand ist er daher in geringerer Menge vorhanden. Somit haften Endothelzellen 
bereits primär besser auf Fibronektin. Zellen auf Vitronektin können nicht primär über 
bereits vorhandene Rezeptoren adhärieren, sondern müssen erst die Ketten des 
Vitronektin-Rezeptors in die Zellmembran einbauen um an das Matrixprotein zu 
binden. 
 
Sowohl auf Fibronektin als auch auf Vitronektin werden von den Endothelzellen Focal 
Adhesions ausgebildet. Diese unterscheiden sich in Menge, Form und Anordnung 
deutlich voneinander. Auf Fibronektin wird das α5β1 Integrin in großer Menge 
exprimiert, während das αvβ3 Integrin nur geringfügig ausgebildet wird. α5β1 Moleküle 
sind in feinen, strichförmigen Ketten konzentriert. Albelda et al. konnten zeigen, dass 
dieses Muster der Verteilung von Aktin Stress Fibers entspricht. In unseren 
Versuchsreihen finden wir dieses Verteilungsmuster vor allem für die β1-Kette. α5-
Ketten können jeweils nur schwach angefärbt werden, zeigen aber im Prinzip eine 
gleiche, wenn auch weniger stark ausgeprägte Signalverteilung. Wir gehen somit 
davon aus, dass die Integrinverteilung der β1-Ketten der Verteilung von Fibronektin-
Rezeptoren entspricht. Trotzdem ist es nicht ausgeschlossen, dass wir auch β1-
Ketten anfärben, die mit anderen α-Ketten kombiniert sind. Gleiches gilt für den 
Nachweis des Vitronektin-Rezeptors. Auch hier können wir v.a. die β3-Kette 
nachweisen. Die αv-Ketten sind schwächer angefärbt, aber gleich verteilt. 
 
Die αvβ3 Integrine liegen bei HUVEC auf Fibronektin punktförmig in der ganzen Zelle 
verteilt und werden nicht in fokale Kontakte integriert [Dejana 1988, s. Abb. 3.1]. Auf 
Vitronektin werden zunächst nur αvβ3 Integrine in Focal Adhesions konzentriert, 
während die Moleküle des Fibronektin-Rezeptors eher diffus in der Zelle verteilt sind. 
Focal Adhesions mit den Ketten des Vitronektin-Rezeptors findet man vor allem in 
der Zellperipherie in Ausläufern der Zelle. Sie sind größer als Focal Adhesions mit 
Fibronektin-Rezeptoren und besitzen eine runde, plumpe Form. Nach 8 Stunden in 
serumfreiem Medium zeigen die Zellen auf Vitronektin eine Zunahme der α5β1 An-
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färbung und man erkennt auch die typische, strichartige Form der Focal Adhesions, 
die den Fibronektin-Rezeptor beinhalten. Wahrscheinlich hat die Zelle in diesem Zeit-
raum selber Fibronektin produziert und in den Extrazellulärraum sezerniert. Dort 
erkennt sie es nun wie ein Matrixprotein und beginnt, entsprechende fokale Kontakte 
auszubilden. Dejana et al. beschreiben ein gleichartiges Verhalten von Endothel-
zellen, die auf Fibrinogen und von Willebrand Faktor (vWF) ausgesät werden. Auch 
hier ließen sich immunhistochemisch zunächst nur Vitronektin-Rezeptoren anfärben. 
Im Verlauf konnten dann unterhalb der Zellmembran Fibronektin-Fibrillen und inner-
halb der Zelle Fibronektin-Rezeptoren in typischer Anordnung nachgewiesen werden. 
Wurde die Proteinbiosynthese und damit die Fibronektin-Produktion verhindert, 
gelang dieser Nachweis nicht. Die initiale Adhäsion von Endothelzellen auf 
Fibrinogen und vWF erfolgt also über αvβ3-Integrine, die sich als Focal Adhesions 
anfärben lassen. Nach kurzer Zeit beginnt die Endothelzelle endogenes Fibronektin 
zu synthetisieren und in den Extrazellulärraum zu sezernieren. In Folge kommt es zu 
einer Expression von α5β1-Integrinen entlang der Stress Fibers und an den Kontakt-
punkten zwischen Zelle und Extrazellulärmatrix [Dejana, 1989 und 1990].  
 
In unseren Versuchsreihen besteht neben der endogenen Fibronektinproduktion 
durch die Zelle außerdem die Möglichkeit, dass in dem verwendeten HSA-Medium 
geringe Mengen Fibronektin enthalten sind. Dieses kann trotz Vitronektin-
beschichtung einen entsprechenden Reiz auf die Zellen ausüben und zu der 
vermehrten Anfärbung von α5β1 Integrinen nach 8 Stunden führen. 
 
4.2 Unter Fibrineinfluss ändern Endothelzellen Form und Integrinmuster als 
Vorbereitung auf die Angiogenese 
Fibrinogen ist ein Serumprotein, das im gesunden Organismus in Konzentrationen 
von 160 - 450 mg/dl Serum vorliegt. Kommt es im Blutstrom zu einer Aktivierung des 
Gerinnungssystems, entstehen durch die proteolytische Wirkung von Thrombin aus 
einzelnen Fibrinogen-Molekülen zunächst Fibrin-Monomere. Durch eine Ver-
schiebung der Ladungen innerhalb der Moleküle lagern sich diese faserförmig zu 
Fibrin zusammen. Innerhalb des Fibrins kommt es durch Wirkung des Faktor XIII zu 
Querverknüpfungen zwischen den einzelnen Fibrinmonomeren und damit zur 
Stabilisierung des Fibrinclots. Sowohl Fibrinogen als auch Fibrin besitzen in ihrer 
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Aminosäuresequenz die RGD-Sequenz, das heißt sie bieten eine potentielle 
Bindungsstelle für Integrine. Auf Endothelzellen ist das αvβ3-Integrin der Rezeptor 
sowohl für Fibrinogen als auch für Fibrin. Auch Thrombozyten besitzen für beide 
Liganden einen Integrin-Rezeptor, αIIbβ3. Durch eine Veränderung der molekularen 
Struktur bei der Bildung von Fibrin aus Fibrinogen ändert sich die Umgebung der 
RGD-Sequenz. So kommt es, dass sowohl für HUVEC als auch für Thrombozyten 
Fibrin ein stärker adhäsiv wirkendes Protein ist als Fibrinogen [Chang, 1995]. 
 
Da Fibrinogen ein konstanter Bestandteil des Blutes und somit ständig in Kontakt mit 
Endothelzellen und Thrombozyten ist, darf es in dieser Form nicht an diese Zellen 
binden. Bei Thrombozyten kommt es erst nach Aktivierung des Gerinnungssystems 
zu einer Formänderung des Integrin-Rezeptors αIIbβ3, der in Folge seine Bindungs-
affinität ändert und Fibrinogen bzw. Fibrin bindet [Hynes, 1992]. Es ist anzunehmen, 
dass bei Endothelzellen ein ähnlicher Mechanismus vorliegt. Gibt man lösliches 
Fibrinogen auf einen Endothelzellmonolayer, so findet keine wesentliche Bindung 
statt. Erst an eine Oberfläche gebundene Fibrinogen-Moleküle oder aber Fibrin als 
aktivierte Form des Fibrinogen binden an das Integrin αvβ3 [Thiagarajan, 1996]. 
 
Bei einer Reihe von Prozessen im Organismus spielt die Bildung von Fibrin eine 
Rolle. Bei thrombotischen Ereignissen bildet sich ein fibrin-reiches Blutgerinnsel aus, 
welches Gefäße einengen oder komplett verschließen kann. Auch bei allen bereits 
beschriebenen Vorgängen, die mit Angiogenese einhergehen, findet das Kapillar-
wachstum immer in einer fibrin-reichen Matrix statt. 
 
In unseren Versuchen stellen die kultivierten Endothelzellmonolayer modellhaft die 
luminale Seite eines Gefäßes dar. Es wird untersucht, wie die Zellen reagieren, wenn 
sie mit einem Fibrinclot überschichtet werden. Betrachtet werden die Morphologie der 
Zellen und die Unterschiede, die sich im Verteilungsmuster der Integrine ergeben. 
 
Endothelzellen auf einer Fibronektinmatrix bilden innerhalb von zwei Stunden nach 
Aussaat einen konfluenten Monolayer aus. Die einzelne Zelle breitet sich aus und es 
werden zahlreiche Zell-Zell-Kontakte geknüpft. Auf der abluminalen Seite der Zelle 
kommt es zur Bildung matrix-abhängiger Focal Adhesions. Ein Fibrinclot auf der 
entgegengesetzten Seite führt zu einer Disorganisation und einer Kontraktion des 
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Zytoskeletts und damit zu einer Abrundung der einzelnen Endothelzelle. Die Anzahl 
der Zell-Zell-Kontakte nimmt ab und hat eine Auflösung des konfluenten Monolayers 
zur Folge [Kadish, 1979, Dejana, 1987]. Wir sehen diesen Effekt bereits nach einer 
Fibrininkubation von einer Stunde. Nach vier Stunden kommt es zu einer maximalen 
Abrundung der Zelle und nach acht Stunden erkennt man, dass die Zelle wieder 
beginnt, sich auszubreiten. Betrachtet man die α5β1-Integrine, so erkennt man, dass 
die Zelle bereits nach einer Stunde einen Teil der Adhäsionsmoleküle aus den 
fokalen Kontakten der Zellperipherie in das Zytoplasma der Zelle verschoben hat. Die 
Menge der fokalen Kontakte nimmt ab. Nach vier Stunden erkennt man keine 
peripheren fokalen Kontakte mehr, alle α5- und β1-Ketten liegen diffus innerhalb des 
Zytoplasmas. Nach acht Stunden verschiebt die Zelle mit wieder zunehmender Aus-
breitung auch die Integrinketten des Fibronektin-Rezeptors wieder vermehrt in Focal 
Adhesions in der Zellperipherie. Die Integrinketten αv und β3 des Vitronektin-
Rezeptors sind bei HUVEC auf Fibronektin nur schwach exprimiert. Die Fibrin-
inkubation über 8 Stunden hat eine vermehrte Expression zur Folge.  
 
Die Versuchsergebnisse zeigen, dass Endothelzellen sehr schnell eine Veränderung 
des extrazellulären Milieus erkennen. Die Reaktion von Endothelzellen nach Kontakt 
mit einer fibrin-reichen Matrix ist zunächst die Adhäsion und dann die Migration in 
diese Matrix verbunden mit einer Neubildung von Kapillaren. Damit eine Migration 
stattfinden kann, muss die Verbindung zur Matrix auf der abluminalen Seite 
aufgehoben werden. Vorhandene fokale Kontaktpunkte werden gelöst, die ent-
sprechenden Integrinketten von der Zelle internalisiert. Auf der entgegengesetzten 
Seite werden Rezeptoren für Fibrin, αvβ3-Integrine, in die Zellmembran verschoben 
und in fokalen Kontakten konzentriert. Diese Vorgänge haben nach vier Stunden ihr 
Maximum erreicht, nach acht Stunden lassen sie bereits wieder nach. Die Reaktion, 
die Fibrin in der Zelle hervorruft, ist also von begrenzter Dauer. Das zeigt, dass die 
alleinige Fibrin-Inkubation nur ausreicht, eine Angiogenese auszulösen. Es müssen 
andere Faktoren hinzukommen, die das Kapillarwachstum weiterstimulieren bzw. zu 
einem Abschluss bringen. Diese Funktion übernehmen im zweiten Schritt lösliche 
Wachstumsfaktoren (VEGF, BFGF, TNF-α, Il-8), welche alleine ebenfalls nicht zu 
einer vollständigen Angiogenese führen. Fibrin als Matrixprotein dient der primären 
Adhäsion der Endothelzellen und kann die Sensitivität der Zelle für diese Zytokine 
modulieren. Erst das Zusammenspiel beider Vorgänge führt zu einer geordneten 
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Neubildung von Gefäßen [Ingber, 1995]. Da eine Endothelzelle nach Kontakt mit 
Fibrin auch profibrinolytische Enzyme in den Extrazellulärraum abgibt, ist es 
außerdem möglich, dass das lysierte Fibrin in direktem Kontakt zur Zelle bei Fehlen 
anderer stimulierender Substanzen die Reaktionen hemmt und die Zelle an ihrem 
Standort verbleibt. 
 
Bei Fibrin-Inkubation von Endothel, das auf Vitronektin ausgesät wird, kommt es bei 
allen Versuchsansätzen zu einer fast kompletten Ablösung der Zellen von den 
beschichteten Objektträgern. Die Zellen sind bereits eine Stunde nach Aufbringen 
des Clots so fest mit dem Fibrinnetz verbunden, dass sie beim vorsichtigen Abziehen 
des Gerinnsels daran haften bleiben. Bei der Fibronektin-Beschichtung ist die 
Verbindung mit Fibronektin deutlich stärker als die Verbindung zum Clot. Die Zellen 
verbleiben fast vollständig auf dem Objektträger. Eine mögliche Erklärung für dieses 
Verhalten ist eine schnelle Umverteilung des αvβ3-Integrins von der Zellunterseite in 
Richtung Fibrin. Endothel haftet auf Vitronektin über fokale Kontakte, die αvβ3-
Integrine beinhalten. Dieser Rezeptor ist gleichzeitig der entscheidende Rezeptor für 
die Bindung zwischen Endothelzelle und Fibrin. Werden die Integrinketten durch den 
neuen Reiz des Fibrins jetzt aus den Focal Adhesions rekrutiert und zur luminalen 
Seite transferiert, so lässt die Bindung an Vitronektin nach und eine feste Bindung 
zum Fibringerinnsel entsteht. Das würde erklären, warum die Zellen mit dem Fibrin-
clot zusammen abgelöst werden. Da wir bei den Versuchen kaum noch Zellen auf 
den Objektträgern zurückbehalten haben, ist eine Aussage über die Änderung der 
Integrinverteilung nicht möglich. Man würde erwarten, dass eine ähnliche Anzahl von 
αvβ3-Integrinen vorhanden ist, dass diese Moleküle aber nicht mehr an der Zellunter-
seite, sondern auf der Oberfläche der Zelle zu finden sind. 
 
4.3 PMA führt zu einer vermehrten Integrinexpression von αv und β3 und 
aktiviert das α5β1-Integrin 
Bei Phorbol-12-Myristate-13-Acetat (PMA) handelt es sich um einen Agonisten der 
Proteinkinase C (PKC). Diese kommt im Zytoplasma von Endothelzellen innerhalb 
des Zytoskeletts vor und wird unter anderem durch Adhäsion von Endothelzellen auf 
einem Matrixprotein aktiviert. Dabei wird die PKC in die Zellmembran transferiert und 
zusammen mit Integrinen in die entstehenden fokalen Kontakte eingebaut. Durch 
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eine Phosphorylierung von Proteinen innerhalb der fokalen Kontakte fördert sie dann 
die weitere Adhäsion und Ausbreitung von Zellen auf der Matrix. Hemmung der PKC 
hat eine verminderte Adhäsion und Ausbreitung von Endothelzellen zur Folge. 
Stimulation der PKC zum Beispiel durch PMA führt zu einer Steigerung von Zell-
adhäsion und -ausbreitung auf einer Proteinmatrix. Angriffspunkt für den Einfluss der 
Proteinkinase C sind die Integrine. Während nach PKC-Stimulation durch PMA die 
Ketten des Vitronektin-Rezeptors (αv und β3) in größerer Menge exprimiert werden, 
kommt es beim Fibronektin-Rezeptor nicht zur vermehrten Ausbildung. Es kann aber 
gezeigt werden, dass durch PMA die Bindung zwischen α5β1-Integrinen und ihrem 
Liganden, Fibronektin, deutlich schneller erfolgt [Swerlick, 1992; Vuori, 1993]. 
 
Die PKC spielt auch im Rahmen der Angiogenese eine wichtige Rolle. Bringt man 
Endothelzellen auf eine Matrix, die in ihrer Proteinzusammensetzung einer Basal-
membran ähnelt, so formieren sich die Zellen zu röhrenartigen Strukturen. Durch 
eine Stimulation der Endothelzellen mit PMA kommt es zu einer Ausbildung längerer 
Röhrenstrukturen. Hemmt man hingegen die Proteinkinase C, so bleibt die Bildung 
dieser Strukturen aus [Davis, 1993]. Werden Endothelzellen auf einem Kollagengel 
ausgesät und stimuliert man diese Zellen im Anschluss mit PMA, so beginnen die 
Zellen in die Matrix einzuwandern und im Inneren kapillar-ähnliche Strukturen zu 
bilden. Bringt man Endothelzellen auf ein Fibringel, so wandern sie ebenfalls in 
dieses ein und bilden kapillar-ähnliche Strukturen. Sät man im Gegensatz dazu 
Zellen auf ein Fibringel und stimuliert sie mit PMA, so kommt es zu einer Lyse des 
Fibrins. Eine Invasion von Endothelzellen kann nicht mehr stattfinden. Ursache ist 
eine PMA-vermittelte vermehrte Sekretion von Plasminogen-Aktivatoren aus der 
Endothelzelle in die Umgebung. Im Medium enthaltenes Plasminogen wird zu 
Plasmin gespalten und lysiert den Fibrinclot. Unter in vivo Bedingungen kommt es bei 
der Angiogenese zum Beispiel im Rahmen der Wundheilung auch zu einer Matrix-
degradation in der Umgebung der Zelle. Erst dadurch können die Endothelzellen in 
das umliegende Stroma migrieren und dort neue Kapillaren ausbilden. Für diese 
lokale Lyse in der unmittelbaren Umgebung der Zellen gibt es an der Zelloberfläche 
gebundene Proteasen. Eine Lyse durch sezerniertes Plasminogen hätte zur Folge, 
dass das gesamte Fibrin aufgelöst wird und den Zellen eine Matrix fehlt, in die sie 
einwandern können und deren Proteine pro-angiogenetisch auf sie einwirken. 
Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren, die gleichzeitig von der Zelle synthetisiert werden, 
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hemmen die zu starke Fibrinolyse. Diese Inhibitoren greifen vor allem an 
sezernierten Plasminogen-Aktivatoren an, die Zell-gebundenen fibrinolytischen 
Enzyme sind für die Hemmstoffe weniger gut erreichbar [Montesano, 1987]. 
 
Bei unseren Versuchen wurden zunächst HUVEC auf Fibronektin und auf Vitronektin 
mit PMA stimuliert. Bei der Anfärbung der α5β1-Ketten nach Aussaat auf Fibronektin 
zeigt sich keine Änderung im Färbemuster. Die Integrine des Fibronektin-Rezeptors 
liegen unabhängig von PMA als feine, strichförmige Focal Adhesions im Bereich der 
gesamten Zelle verteilt. Es fällt aber eine Zunahme der Gesamtfluoreszenz auf. In 
der Zelle werden insgesamt mehr Moleküle exprimiert und lassen sich besser 
anfärben. In der Literatur wird beschrieben, dass PMA nicht zu einer vermehrten de-
novo-Synthese von α5- und β1-Ketten führt, sondern nur bewirkt, dass bereits vor-
handene Ketten aktiviert werden, das heißt schneller und vermehrt in fokale Kontakte 
eingebaut werden [van Leeuwen, 1994]. Man erkennt bei unseren Ergebnissen, dass 
nach sechs Stunden vermehrt α5β1-Integrine in die fokalen Kontakte integriert 
worden sind und dieser Effekt auch nach 10 Stunden noch anhält. Bei den Ketten 
des Vitronektin-Rezeptors nach Aussaat auf Fibronektin werden unter PMA-Einfluss 
zwei Effekte beobachtet. Erstens werden sehr viel mehr Moleküle angefärbt, die 
Gesamtfluoreszenz nimmt zu allen Zeiten deutlich zu. Außerdem findet man eine für 
αvβ3-Integrine ungewöhnliche Form der Focal Adhesions. Nach 10 Stunden 
Stimulationszeit ähneln sie den Focal Adhesions, die der Fibronektin-Rezeptor auf 
einer Fibronektinmatrix ausbildet. Durch die PMA-Stimulation findet also eine 
vermehrte Expression von Vitronektin-Rezeptoren statt, die trotz des gegensinnigen 
Matrixproteins zu fokalen Kontakten organisiert werden. Der Vitronektin-Rezeptor ist 
liganden-unspezifisch. Er kann auch Fibronektin binden und damit die Adhäsion der 
Zellen verbessern. 
 
Bei Zellen auf Vitronektin bewirkt PMA eine Zunahme der gleichsinnigen Focal 
Adhesions, d.h. der αvβ3-Ketten. Diese werden in der für sie typischen Form 
gefunden. Die Ketten des Fibronektin-Rezeptors, α5 und β1, werden nicht beeinflusst. 
 
 4 Diskussion 
 59
4.4 PMA verändert den Einfluss von Fibrin auf HUVEC 
Es wurde bereits beschrieben, dass Endothelzellen unter dem Einfluss eines Fibrin-
gerinnsels ihre polygonale Form verlieren, sich abrunden und schrumpfen. Dieses 
Verhalten wird durch eine Abnahme der Kontaktpunkte zwischen Zelle und Extra-
zellulärmatrix bedingt und stellt einen ersten Schritt auf dem Weg der Angiogenese 
dar. Ein weiterer Schritt ist die Migration der Endothelzellen in die Fibrinmatrix. Wir 
haben HUVEC zwei Stunden mit PMA vorstimuliert und sie dann mit einem Fibrin-
gerinnsel überschichtet, welches auch PMA enthalten hat. 
 
Unsere Ergebnisse zeigen, dass durch eine zusätzliche Stimulation mit PMA die 
morphologischen Veränderungen von HUVEC durch Fibrin nahezu aufgehoben 
werden. Auch unter dem Fibrinclot bleiben die Zellen polygonal ausgebreitet, un-
abhängig von der Dauer der Fibrinstimulation. Das Bestreben der Zelle, ihren Ort zu 
verlassen und in die Fibrinmatrix einzuwandern wird durch PMA aufgehoben, die 
Zelle verliert ihr pro-angiogenetisches Verhalten. 
 
Ursächlich für diesen Effekt könnte eine gesteigerte fibrinolytische Aktivität der 
Endothelzelle unter PMA-Einfluss sein. HUVEC produzieren nach PMA-Stimulation 
vermehrt Plasminogen-Aktivatoren und weniger Plasminogen-Aktivator-Inhibitoren 
[Nowak, 1997]. Wird auf eine derart vorstimulierte Zelle ein Fibringerinnsel 
aufgebracht, kommt es in der Umgebung der Zelle zur Lyse des Fibrinclots. Dadurch 
geht der direkte Kontakt zwischen Zelle und Fibrin verloren. Im dreidimensionalen 
Modell hemmt PMA die Invasion von HUVEC in ein Fibringel. Durch Zugabe von 
Antifibrinolytika oder durch Plasminogenentzug kann dieser Effekt antagonisiert 
werden [Montesano, 1987]. Dadurch wird bewiesen, dass die übermäßige Fibrinolyse 
durch PMA eine Angiogenese hemmt, da diese nur in einer fibrin-reichen Umgebung 
stattfinden kann. 
 
In unseren Versuchen sehen wir nach gleichzeitiger Stimulation von HUVEC mit 
PMA und Fibrin bereits eine Stunde nach Aufbringen des Fibringerinnsels eine 
Zunahme der αvβ3-Integrine. Man erkennt mehr Focal Adhesions als nach alleiniger 
PMA- oder Fibrin-Stimulation. Möglicherweise kommt es bei noch nicht 
fortgeschrittener Lyse zu einem additiven Effekt von Fibrin und PMA auf die αvβ3-
Integrine. Nach weiterer Stimulation ergibt sich für die Gesamtintensität der Signale 
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durch die zusätzliche Fibrinstimulation kein Unterschied mehr verglichen mit der 
einfachen PMA-Stimulation. Fibrin kann aufgrund fortschreitender Lyse kaum noch 
auf die Zelle einwirken und die Effekte sind allein auf PMA zurückzuführen. Es fällt 
auf, dass sich die αvβ3-Ketten bei der Doppelstimulation bereits nach einer Stunde in 
Form von feinen, strichförmigen Focal Adhesions ansammeln, bei einfacher PMA-
Stimulation erkennt man diese Anordnung erst nach 8 Stunden. 
 
Auch die Ketten des Fibronektin-Rezeptors werden durch die Doppelstimulation be-
einflusst. Während nach einfacher Fibrin-Inkubation eine Internalisierung der α5β1-
Ketten in das Zentrum der Zelle stattfindet, hebt eine gleichzeitige Stimulation mit 
PMA diesen Effekt auf. Wir sehen, dass die Zellen ihr ursprüngliches Muster für α5β1-
Ketten auf einer Fibronektinmatrix behalten. Dieser Effekt beruht wahrscheinlich 
genauso wie die fehlende Zellretraktion darauf, dass durch eine Lyse des Clots unter 
PMA der Fibrineinfluss auf die Zelle geringer ist. Bereits nach einer Stunde sieht 
man, dass eine zusätzliche PMA-Stimulation dazu führt, dass die Fibrin-vermittelte 
Abnahme der α5β1-Focal Adhesions gehemmt wird. Nach vier Stunden und fort-
geschrittener Lysezeit sehen wir, dass der Fibrineffekt auf die Endothelzelle bei 
gleichzeitigem PMA-Einfluss immer weniger Bedeutung erlangt und die Zelle nicht in 
gewohnter Weise auf einen Clot reagieren kann. 
 
4.5 Forskolin verändert den Aufbau des Zytoskeletts und der fokalen Kontakte 
Bei Forskolin handelt es sich um eine Substanz, die bei Endothelzellen über eine 
direkte Aktivierung der Adenylatzyklase zu einer Erhöhung des intrazellulären cAMP 
Spiegels führt. Es kommt im menschlichen Organismus natürlicherweise nicht vor. 
Stimuliert man Endothelzellen mit Forskolin, so wird das primäre Anhaften der Zellen 
auf einer Matrix nicht wesentlich beeinflusst, d.h. die Zelldichte ist bei unstimulierten 
und stimulierten Zellen gleich. Auf der Ebene der Focal Adhesions und im Aufbau 
des Zytoskeletts lassen sich jedoch Veränderungen erkennen. Das Clustern von 
Integrinketten zu fokalen Kontakten wird behindert. Diese Veränderungen haben zur 
Folge, dass die Zellen die Fähigkeit zur Migration einbüßen. Betrachtet man die Inter-
aktionen zwischen Integrinen und der Proteinmatrix, so bleibt die Adhäsionsfähigkeit 
der Integrine gleich. Im Inneren der Zelle kommt es jedoch nicht zu einer geordneten 
Interaktion zwischen Integrinketten, Kontaktproteinen und Zytoskelett, was die 
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Voraussetzung für eine ungestörte Zellmigration ist. Forskolin und cAMP haben also 
über die gestörte Organisation von Integrinen zu fokalen Kontakten Einfluss auf die 
Organisation des Zytoskleletts und damit auf die Migrationsfähigkeit von Endothel-
zellen [Lampugnani, 1990]. 
 
Wir erkennen bei unseren Stimulationsversuchen mit Forskolin, dass sich die 
Morphologie der Zellen und das Adhäsionsverhalten nicht ändern. HUVEC behalten 
ihre polygonale Form und bleiben unverändert auf den Matrixproteinen haften. 
Lampugnani et al. beschreiben 1990, dass Zellen, die vor Aussaat auf Matrixproteine 
mit Forskolin stimuliert wurden, nach Adhäsion nicht ihre typische polygonale Form 
angenommen haben. Dieser Effekt wurde von uns bei Stimulation bereits 
adhärierender Zellen nicht beobachtet. Bei der Integrinverteilung fällt auf, dass nach 
einer kurzen Stimulationsdauer von einer Stunde die jeweils gleichsinnigen Ketten 
(αvβ3 auf Vitronektin, α5β1 auf Fibronektin) weniger stark zu Focal Adhesions 
angeordnet sind, als bei den Kontrollversuchen ohne Forskolin. Außerdem sieht man 
nicht das für die jeweiligen fokalen Kontakte typische Muster, sondern vielmehr eine 
homogene, intrazytoplasmatische Ansammlung der Integrinketten. Das passt zu der 
Aussage, dass ein erhöhter cAMP Spiegel die Anordnung des Zytoskeletts und damit 
der Focal Adhesions zerstört. Nach acht Stunden ist dieser Effekt nicht mehr 
erkennbar, unstimulierte und stimulierte Zellen unterscheiden sich nicht voneinander. 
Der Effekt von Forskolin ist nur transient. 
 
4.6 Wachstumsfaktoren und Matrixproteine regulieren die Angiogenese 
VPF/VEGF und BFGF sind Wachstumsfaktoren, die bei Endothelzellen die Angio-
genese stimulieren. Voraussetzung hierfür ist, dass die Zellen von einer permissiven 
Matrix umgeben sind. Das wichtigste Matrixprotein ist hierbei Fibrin, ohne das eine 
Angiogenese nicht möglich ist [Nehls, 1996]. Die einzelnen Vorgänge bei der Neu-
bildung von Gefäßen beruhen einerseits auf der direkten Wirkung der Wachstums-
faktoren an ihren Rezeptoren. Außerdem werden sie reguliert über Integrine, die eine 
veränderte Extrazellulärmatrix erkennen und entsprechende Signale in die Zelle 
weiterleiten. Welche Integrine hierbei eine Rolle spielen, kann durch Versuche mit 
Integrin-blockierenden Antikörpern untersucht werden. Weiterhin kann der Effekt von 
Wachstumsfaktoren auf die Expression einzelner Integrinketten untersucht werden. 
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4.6.1 VPF/VEGF  
VPF/VEGF wirkt über unterschiedliche Mechanismen pro-angiogenetisch. Die per-
meabilitätssteigernde Wirkung ist wichtig für die Extravasation von Plasmaproteinen 
und damit für die Veränderung der Umgebungsmatrix. Dieser Effekt tritt bereits nach 
Sekunden bis Minuten auf. Ebenfalls sehr schnell kommt es durch VPF/VEGF zu 
einer Aktivierung von Proteinkinasen. Innerhalb von Stunden kommt es zu einer 
vermehrten Ausschüttung von Proteasen und zuletzt erkennt man eine Veränderung 
der Zellform, eine Migration und eine Teilung von Zellen [Dvorak, 2000]. Eine ver-
änderte Integrinexpression tritt vor allem für die αv- und die β3-Kette auf. Auf dem 
Niveau der mRNA sieht man diesen Effekt innerhalb der ersten 24 Stunden, eine 
Veränderung auf der Zelloberfläche wird erst später mit einem maximalen Effekt 
nach 72 Stunden Stimulation gesehen [Senger, 1996]. Werden Endothelzellen mit 
VPF/VEGF und Fibrin gleichzeitig stimuliert, so findet man eine noch stärkere Zu-
nahme der αv- und β3-Ketten [Feng, 1999]. Das zeigt, dass neben dem Wachstums-
faktor auch die Extrazellulärmatrix einen entscheidenden Beitrag bei angio-
genetischen Prozessen leistet. Eine vermehrte Expression der Ketten des Fibro-
nektin-Rezeptors wird nach VPF/VEGF-Stimulation nicht beschrieben [Kim, 2000]. 
 
Bei unseren Versuchen wurden HUVEC über fünf bis zwölf Stunden mit VPF/VEGF 
stimuliert und die Integrinketten β1 und β3 angefärbt. Einen morphologischen Unter-
schied der Zellen nach Stimulation sehen wir nicht. Auch beim Vergleich der β1-
Ketten erkennt man weder einen Unterschied bei der Gesamtintensität noch beim 
Verteilungsmuster. Betrachtet man die β3-Integrine, so fällt nach einer Gesamt-
stimulation von acht Stunden eine Zunahme der Ketten auf. Man sieht punkt- bis 
strichförmige Signalanhebungen im Zytoplasma der Zelle. Diese sind nach zwölf 
Stunden VPF/VEGF-Stimulation nicht mehr nachweisbar.  
 
Eine gleichzeitige Stimulation von HUVEC mit VPF/VEGF und Fibrin ergibt ein ver-
ändertes morphologisches Verhalten der Zellen ohne deutliche Änderung der 
Integrinexpression. Ähnlich wie nach einer Doppelstimulation mit PMA und Fibrin 
sieht man auch hier, dass sich die Zellen unter dem Fibrinclot weniger abrunden und 
weniger schrumpfen. Auch bei diesem Versuch kann eine durch VPF/VEGF 
vermehrte Ausschüttung von fibrinolytischen Substanzen dazu führen, dass der 
Fibrinclot weniger Kontakt zu den Zellen hat. 
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Ursache für die nur minimalen Veränderungen der Integrinexpression bei unseren 
Versuchen ist wahrscheinlich die kurze Stimulationsdauer. In der Literatur wird 
beschrieben, dass man erst nach 24 Stunden VPF/VEGF-Stimulation für die β3-Kette 
eine Zunahme der mRNA-Menge erkennt und dass sich die Veränderungen in der 
Oberflächenexpression noch später zeigen. Erstens haben wir nur maximal zwölf 
Stunden stimuliert und außerdem können Veränderungen auf dem Niveau der 
Transkriptionsprodukte mit unserer Methode nicht erfasst werden. Zum Nachweis 
veränderter Integrinmuster müssten die Versuchsreihen mit Stimulationszeiten von 
24 bis 72 Stunden wiederholt werden. 
 
4.6.2 BFGF 
Im Gegensatz zu VPF/VEGF wirkt BFGF nicht direkt permeabilitätssteigernd auf ein 
Gefäß. Trotzdem zeigen auch Gefäße, die nach BFGF-Stimulation entstehen eine 
gesteigerte Durchlässigkeit und in der Umgebung findet man ebenfalls eine fibrin-
reiche Matrix. Die pro-angiogenetische Wirkung von BFGF ist vor allem auf die 
veränderte Expression vieler Integrine zurückzuführen. Unter anderem findet man 
vermehrt α5β1- und auch αvβ3-Integrine. Dass diese Integrine von entscheidender Be-
deutung bei der BFGF-induzierten Angiogenese sind lässt sich dadurch beweisen, 
dass blockierende Antikörper (anti-α5β1 und anti-αvβ3) die Neuentstehung von 
Gefäßen durch BFGF verhindern. Diese Antikörper konnten in vitro bereits dazu 
genutzt werden, das Wachstum von Tumoren, die viel BFGF produzieren, zu 
stoppen und eine Tumorregression zu bewirken [Kim, 2000]. 
 
Erste Effekte der BFGF-Stimulation auf Integrine sieht man bei Endothelzellen nach 
etwa 16 Stunden. Zuerst lassen sich veränderte mRNA Mengen für β3-Integrinketten 
nachweisen. Die Menge an mRNA für αv-Ketten bleibt gleich, was für einen post-
transkriptionellen Wirkmechanismus von BFGF spricht. Eine veränderte Expression 
der Integrine in der Zellmembran wird erst nach frühestens 24 Stunden beschrieben, 
maximale Veränderungen sieht man nach 72 Stunden [Sepp, 1994]. 
 
Wir haben HUVEC zwischen fünf und zwölf Stunden mit BFGF stimuliert. Ähnlich wie 
bei den VPF/VEGF-Stimulationen sehen wir weder morphologische Veränderungen, 
noch ist eine deutliche Änderung des Integrinmusters zu erkennen. Allein für die β3-
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Ketten ergibt sich nach acht Stunden Gesamtstimulation eine leicht vermehrte 
Expression, die nach zwölf Stunden aber schon nicht mehr nachweisbar ist. Es ist zu 
vermuten, dass auch die BFGF-vermittelten Effekte für die frühe Phase der Angio-
genese nicht relevant sind. 
 
Bei unseren Versuchen mit BFGF fällt auf, dass im Vergleich zu allen anderen 
Versuchen die Zelldichte auf den Objektträgern höher ist. Klein et. al. beschreiben 
1993, dass die Adhäsionskraft von Endothelzellen aus bovinem, adrenalem Cortex 
auf Fibronektin, Vitronektin und anderen Matrixproteinen nach 48-stündiger BFGF-
Stimulation größer ist. Sie führen dieses Verhalten auf die vermehrte Expression 
verschiedener Integrine zurück. Obwohl wir mit unserer Methode keine größere 
Menge von Integrinen nachweisen können, stellen wir eine bessere Adhäsion der 
Zellen auf Fibronektin fest. Möglicherweise ist hier eine Aktivierung der Integrine 
durch BFGF die Ursache. 
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5 Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit wird immunhistochemisch das Verteilungsmuster von 
Integrinen auf Endothelzellen in Abhängigkeit von der Extrazellulärmatrix untersucht. 
Außerdem wird der Einfluss verschiedener stimulierender Substanzen verglichen. Im 
zweiten Teil der Arbeit werden Veränderungen der Zellmorphologie und des Integrin-
musters durch Fibrin allein sowie durch Kombination von Fibrin mit den stimu-
lierenden Substanzen untersucht. 
 
Endothelzellen adhärieren auf Matrixproteinen über Integrine, die sich innerhalb der 
Zellmembran zu Focal Adhesions zusammenlagern. Welche Integrinketten in diese 
fokalen Kontakte eingelagert werden, wird vom Matrixprotein bestimmt. Es wird 
gezeigt, dass Endothelzellen auf Fibronektin über das α5β1-Integrin und auf Vitro-
nektin und Fibrin über das αvβ3-Integrin binden. Endothelzellen, die auf Vitronektin 
adhärieren, produzieren endogenes Fibronektin, welches sie als zusätzliches Matrix-
protein sezernieren und an das sie über α5β1-Integrine haften. Durch Stimulation mit 
PMA kommt es zu einer gesteigerten Expression des αvβ3-Integrins sowohl auf Vitro-
nektin als auch auf Fibronektin. Nach Forskolin-Stimulation zeigt sich ein vorüber-
gehender Verlust der geordneten Focal Adhesions auf beiden Matrixproteinen. Durch 
Stimulation mit angiogenetischen Wachstumsfaktoren (BFGF, VEGF) können bei 
einer Stimulationsdauer von maximal 12 Stunden keine Unterschiede im Ex-
pressionsmuster der Integrine nachgewiesen werden. 
 
Überschichtet man Endothelzellen mit einem Fibringerinnsel, so kommt es zu einer 
Retraktion der Zelle. Hierbei dienen Integrine als Vermittler zwischen Matrix und 
Zytoskelett. Entsprechend der Substratspezifität werden unter Fibrineinfluss vermehrt 
αvβ3-Integrine exprimiert. Die Stimulation der PKC mit PMA verhindert die Fibrin-
induzierte Retraktion von Endothelzellen. Die Internalisierung der α5β1- und αvβ3-
Ketten unter Fibrin-Einfluss wird durch PMA nahezu aufgehoben. Nach Doppel-
stimulation der Zellen mit Fibrin und BFGF bzw. VEGF sieht man nach 12 Stunden 
keine großen Unterschiede in der Integrinverteilung verglichen mit den Einfach-
Stimulationen. 
 
 5 Zusammenfassung 
 66
Eine veränderte Extrazellulärmatrix führt somit kurzfristig zu Änderungen der 
Integrinexpression. Die Zytokine VEGF und BFGF führen innerhalb der hier 
untersuchten Zeiträume nicht zu wesentlichen Änderungen der Integrinexpression 
bzw. -verteilung. Durch den Einsatz Integrin-blockierender Substanzen kann ein 
Einfluss auf neoangiogenetische Prozesse angenommen werden. 
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6.2 Abkürzungsverzeichnis 
 
BFGF Basic Fibroblast Growth Factor 
BSA Bovines Serumalbumin 
cAMP Cyclisches Adenosinmonophosphat 
CD29 Antikörper gegen die β1-Kette des Fibronektin-Rezeptors 
CD49e Antikörper gegen die α5-Kette des Fibronektin-Rezeptors 
CD51 Antikörper gegen die αv-Kette des Vitronektin-Rezeptors 
CD61 Antikörper gegen die β3-Kette des Vitronektin-Rezeptors 
FAK Focal Adhesion Kinase 
HSA Humanes Serumalbumin 
HSP Humaner Serumpool 
HUVEC Humane, umbilikale, venöse Endothelzellen 
IL-8 Interleukin 8 
NO Stickstoffmonoxid 
PAI-1 Plasminogen-Aktivator-Inhibitor 1 
PDRF Platelet Derived Relaxing Factor 
PKC Proteinkinase C 
PMA Phorbol-12-Myristate-13-Acetate 
RGD-Sequenz Arginin-Glycin-Aspartat-Sequenz 
TGF-α Transforming Growth Factor α 
TNF-α Tumor Nekrose Faktor α 
tPA Tissue-Plasminogen-Aktivator 
VEGF Vascular Endothelial Growth Factor 
VPF Vascular Permeability Factor 
VVO Vesikulär-vakuoläre Organellen 
vWF Von Willebrand Faktor 
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6.3 Protokolle 
6.3.1 Pufferlösungen 
• HEPES-Puffer, pH 7,55 
- 10 mM HEPES (GIBCO) 
- 10 mM Glucose (Merck) 
- 0,137 M NaCl (Merck) 
- 4,0 mM KCl (Merck) 
 
• EDTA / BSA-Puffer 
- HEPES-Puffer 
- 0,02 % EDTA-Lösung (Sigma) 
- 0,5 % bovines Serumalbumin (Sigma) 
 
• Dulbecco´s Phosphate Buffered Saline (DPBS, Bio-Whittacker) 
 
• 0,5%iger BSA-Puffer 
- 1 ml bovines Serumalbumin 35%ig (Sigma) 
- 68 ml DPBS 
 
• 0,5 %iger NP 40-BSA-Puffer 
- 100 ml 0,5%iger BSA-Puffer 
- 0,5 g NP 40 (Sigma) 
 
6.3.2 Fixativ Paraformaldehyd 1 % 
Lösung A: 2,59 g NaH2PO4 • H2O in 100 ml Aqua dest. 
Lösung B: 2,52 g NaOH in 100 ml Aqua dest. 
83 ml der Lösung A und 17 ml der Lösung B werden zusammen auf einer Heizplatte 
auf 60 °C erwärmt. Danach wird unter ständigem Rühren 1 g reines Paraformaldehyd 
(Merck) gelöst. Die Lösung wird im Anschluss steril filtriert und der pH-Wert durch 
Titration mit Lösung A oder B auf 7,3 eingestellt.  
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